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DESCRIPCIÓN

Una microdeleción en BCAN canino asociada con Síndrome de Caída Episódica

Campo de la invención

La presente invención se refiere a un procedimiento para detectar síndrome de caída episódica (EFS) o 
predisposiciones al mismo en mamíferos.5

El síndrome de caída episódica (EFS) es un trastorno paroxístico bien reconocido encontrado en los Cavalier King 
Charles spaniels (CKCS). Los episodios comienzan entre las catorce semanas y los cuatro años de edad y se activan 
por ejercicios, estrés, aprensión o excitación (Herrtage y Palmer, 1983). Los episodios son de frecuencia y gravedad 
variables pero se caracterizan por hipertonicidad progresiva que involucra a los miembros torácicos y pélvicos (Figura 
1a) hasta que los perros se inmovilizan definitivamente en una posición característica de "rececho de venado" o de 10
"rezo" (Figura 1b). La rigidez de todos los cuatro miembros durante el ejercicio causa caída (Figura 1c), aunque no hay 
ninguna pérdida de consciencia o cianosis. Otros signos clínicos pueden incluir rigidez muscular facial, tropezar, una 
marcha de "conejo saltando", arqueado de la espalda o vocalización. Curiosamente, entre episodios, los perros 
parecen ser completamente normales neurológicamente. No se observó actividad espontánea en realización de 
pruebas de electrodiagnóstico muscular, descartando miotonía congénita (Wright et al. 1986, 1987). Las biopsias 15
musculares son típicamente normales a nivel de microscopía óptica, excluyendo muchas miopatías congénitas. Sin 
embargo, EFS se ha ligado a defectos ultraestructurales en el músculo esquelético incluyendo dilatación y proliferación 
del retículo sarcoplásmico, hinchazón y degeneración mitocondriales (Wright et al. 1986, 1987). EFS se ha comparado 
también (Rusbridge, 2005) con enfermedad del sobresalto/hiperekplexia, caracterizada típicamente por hipertonicidad 
neonatal provocada por sonido o por toque debida a defectos en el receptor de glicina inhibitorio (GLRA1, GLRB;20
Shiang et al. 1993; Rees et al. 2002) o en genes del transportador de glicina GlyT2 (SLC6A5) (Rees et al. 2006; Harvey 
et al. 2008). Sin embargo, una microdeleción en el gen GlyT2 en loberos irlandeses da como resultado rigidez 
muscular neonatal grave y temblor en respuesta a manipulación (Gill et al. 2011), lo que no es consistente con los 
signos clínicos observados de EFS. Se han podido realizar comparaciones con la enfermedad del sobresalto debido a 
que los perros afectados a menudo respondían bien a la benzodiacepina clonazepam (Garosi et al. 2002), un 25
anticonvulsivante, ansiolítico y relajante muscular efectivo que es el tratamiento más efectivo conocido para la 
hiperekplexia humana (Thomas et al. 2011). Sin embargo, el inhibidor de anhidrasa carbónica acetolamida, usado para 
tratar ciertos tipos de ataxia episódica humana (Tomlinson et al. 2009) y la parálisis periódica hipercalémica (Matthews 
y Hanna 2010), también parece tener valor terapéutico en el tratamiento de EFS (http://www.cava-
lierhealth.org/episodic_falling).30

Dado que una investigación dirigida por criadores de diez años de la herencia de EFS sugirió un modelo autosómico 
recesivo de herencia (http://cavalierepisodicfalling.com/), los inventores presentes usaron una estrategia de asociación 
del genoma completo (Karlsson et al. 2007) para mapear el locus de EFS en una región definida del cromosoma 7 
canino. El análisis de los genes candidatos permitió a los inventores presentes identificar una microdeleción que afecta 
al gen brevican (BCAN), confirmar el punto de ruptura de la deleción y desarrollar pruebas de genotipado rápidas para 35
EFS.

Es, por lo tanto, un objeto de la presente invención proporcionar un análisis de un genotipo de un mamífero con 
respecto a síndrome de caída episódica por medio de una prueba genética. Por medio de una prueba genética tal se 
puede analizar la predisposición genética de un mamífero.

Este objetivo se logra por las invenciones según las reivindicaciones independientes. Se describen realizaciones 40
ventajosas en las reivindicaciones dependientes.

Incluso si no se recogen referencias de apoyo múltiples, se desvelarán en las reivindicaciones todas las 
combinaciones razonables de las características.

Este objetivo se logra por una prueba genética para la identificación de la presencia o ausencia de una deleción en el 
gen brevican (BCAN).45

El término "deleción", cuando se hace referencia a una secuencia de ácidos nucleicos, tiene el significado usual en 
genética de un alelo en el que una o más bases están perdidas en comparación con una secuencia de referencia o de 
tipo silvestre. Las deleciones pueden ser tan cortas como un par de bases. Las deleciones detectadas en la presente 
invención pueden ser más largas. Una deleción en un gen puede no comprender una secuencia del gen en sí mismo 
como es el caso de una deleción dentro de un gen. Una deleción en un gen puede también extenderse a secuencias 50
próximas al gen. Por ejemplo la deleción puede comprender el comienzo del gen y prolongarse adicionalmente 
corriente arriba. Como un resultado se pierde el comienzo completo del gen junto con las secuencias corriente arriba. 
El gen está truncado. Una deleción tal se refiere también a una deleción de un gen específico, dado que el gen está 
afectado por la deleción. Adicionalmente la región corriente arriba de un gen comprende usualmente elementos 
reguladores importantes del gen.55

En otra realización de la invención la deleción es una microdeleción. Una microdeleción es la pérdida de un pedazo 
diminuto de un cromosoma, un pedazo tan pequeño que su ausencia no es patente en examen ordinario (usando un 
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microscopio óptico regular para mirar a los cromosonas preparados de modo usual). La detección de microdeleciones 
requiere usualmente técnicas especiales tales como bandeo de cromosomas de alta resolución, análisis molecular de 
cromosoma (con FISH), o análisis de ADN. Por lo tanto una microdeleción tal es de un tamaño de solo varias 
kilobases, por ejemplo 15,7 kb (kilobases).

En un análisis tal la presencia de la deleción indica la predisposición genética para síndrome de caída episódica (EFS).5

La presencia o ausencia de la deleción puede detectarse de varias formas. Por ejemplo la secuencia sin la deleción o 
la secuencia que comprende la deleción puede detectarse. Especialmente si la deleción se hereda en un modo 
autosómico recesivo un análisis cuantitativo puede revelar no solo mamíferos afectados y no afectados, sino también 
portadores de la deleción solo de un cromosoma por una detección reducida de la secuencia analizada.

El procedimiento más común para la detección de la presencia o ausencia de la deleción es PCR. La presencia o 10
ausencia de un producto amplificado puede estar relacionada con la presencia o ausencia de la deleción.

Para un análisis cuantitativo, se pueden usar los procedimientos modernos como PCR cuantitativa o amplificación de 
sonda dependiente de ligación múltiple (MLPA).

La invención se refiere al síndrome de caída episódica. Hay enfermedades con presentaciones clínicas similares al 
síndrome de caída episódica. En el caso de trastornos humanos esto es por ejemplo las discinesias inducidas por eI 15
ejercicio. Típicamente estos son trastornos nerviosos de los mamíferos.

En otra realización de la invención la deleción comprende al menos uno de los siguientes elementos de BCAN: 
secuencias reguladoras, exón 1, exón 2 y/o exón 3. El exón 1 según se usa en esta memoria descriptiva se refiere a la 
región UTR 5'.

Las secuencias reguladoras son promotores y sitios de unión u otras secuencias reguladoras del gen BCAN, que se 20
localiza corriente arriba del exón 1.

En otra realización de la invención la deleción comprende al menos exón 1, exón 2 y exón 3.

En otra realización de la invención la deleción comprende al menos exón 1, exón 2 y exón 3, pero no exón 4 del gen
BCAN. La deleción por lo tanto comprende solamente una parte del gen que incluye los tres primeros exones.

En otra realización de la invención la deleción comprende al menos una de las secuencias de acuerdo con SEC ID N.º: 25
14, SEC ID N.º; 15 y/o SEC ID N.º: 16, preferentemente SEC ID N.º: 11, SEC ID N.º: 8, SEC ID N.º: 9 y/o SEC ID N.º: 
12.

En otra realización la deleción comprende una secuencia de acuerdo con SEC ID N.º: 13. Esta secuencia comprende 
el comienzo del gen BCAN que incluye los tres primeros exones así como secuencias corriente arriba del gen BCAN.

En otra realización la deleción consiste en una secuencia de acuerdo con SEC ID N.º: 13.30

En otra realización de la invención la deleción es del tamaño de 15,7 kb, preferentemente 15722 bases.

En otra realización de la invención la deleción comienza 1,56 kb corriente abajo de HAPLN2 y finaliza 85 pb corriente 
abajo del exón 3 de BCAN.

En combinación con la deleción la secuencia delecionada puede intercambiarse por otra secuencia. Una nueva 
secuencia puede insertarse en lugar de la secuencia delecionada. Una secuencia tal puede ser de varios pares de 35
bases de longitud. En una realización preferida de la invención la secuencia muestra una microhomología de 1 a 7 pb 
en una región de 30 pb que comprende los puntos de ruptura. Una microhomología es la misma secuencia corta de 
bases en diferentes genes o en diferentes posiciones dentro de un gen. En otra realización de la invención esta es una 
secuencia de 6 pb preferentemente con la secuencia GGCCTT.

En otra realización de la invención la deleción conduce a una secuencia de acuerdo con SEC ID N.º: 1 o SEC ID N.º: 2. 40
En este caso una secuencia corta se inserta conjuntamente con la deleción. Los detalles se muestran en la figura 4d.

En otra realización de la invención la presencia o ausencia de la deleción se detecta por la detección de la presencia o 
ausencia bien de la secuencia sin o bien de la secuencia con la deleción, por ejemplo la SEC ID N.º: 1 o la SEC ID N.º: 
2.

En otra realización de la invención esta detección se logra por la detección de la presencia o ausencia de cualesquiera 45
de SEC ID N.º: 14, SEC ID N.º: 15 y/o SEC ID N.º: 16, preferentemente SEC ID N.º: 11, SEC ID N.º: 8, SEC ID N.º: 9 y/o 
SEC ID N.º: 12, más preferentemente SEC ID N.º: 13. La detección se puede lograr también por la detección de una 
parte específica de estas secuencias (secuencia específica). Como un control positivo la presencia o ausencia de exón 
4, preferentemente la secuencia SEC ID N.º: 17, o cualquier otro gen también presente en la sonda se puede usar 
como control interno también para procedimientos cuantitativos.50
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En otra realización de la invención el mamífero es un perro, preferentemente Canis lupus familiaris. En una realización 
preferida de la invención el mamífero es un Cavalier King Charles spaniel. En este caso el gen brevican y la deleción 
están localizados en el cromosoma 7.

La invención se refiere adicionalmente a un procedimiento para determinación de la predisposición genética para 
síndrome de caída episódica (EFS) o trastornos nerviosos similares en un mamífero en el que una deleción en el gen 5
brevican (BCAN) se detecta en una muestra.

En lo que sigue, se describirán en más detalle etapas individuales de un procedimiento. Las etapas no necesariamente 
se han llevado a cabo en el orden dado en el texto. Además, etapas adicionales no indicadas explícitamente pueden 
ser parte del procedimiento.

La muestra puede ser cualquier muestra de un mamífero de la que se pueda recuperar información. Esta puede ser 10
fluidos corporales como sangre, orina o plasma así como otras sondas como pelo, piel, células bucales.

La detección de la deleción puede lograrse por diversas formas. Tales técnicas que se basan preferentemente en PCR 
se conocen por la persona experta en la técnica. En principio la presencia o ausencia de una secuencia o una parte de 
la secuencia, que es específica para la presencia o ausencia de la deleción, se analiza. En el caso de mamíferos la 
deleción puede estar presente en un cromosoma pero no en el otro. En este caso el procedimiento puede revelar tres 15
posibles resultados. La secuencia específica puede estar presente en ambos cromosomas, solo en un cromosoma o 
en ninguno de los dos cromosomas. Dependiendo del procedimiento usado para la detección esto puede dar como 
resultado la presencia o ausencia de diferentes productos de PCR, como en PCR múltiple, o en una cantidad diferente 
de un producto de PCR, como en PCR cuantitativa o en amplificación de sonda dependiente de ligación múltiple.

Dependiendo de la secuencia específica elegida la presencia o ausencia de la secuencia puede estar conectada con la 20
predisposición genética del mamífero que está afectado por el trastorno, que es un portador o que no está afectado por 
el trastorno.

Una parte de una secuencia se considera como parte específica de una secuencia si su detección permite un juicio si 
la secuencia probada está presente o ausente en la sonda. Por lo tanto no es necesario que esta secuencia específica 
sea completamente única para todos los organismos. Solo es necesario que la parte específica de la secuencia sea 25
única para el mamífero sometido a examen y/o sometido a las condiciones del procedimiento de detección. 
Procedimientos para derivar tales partes específicas de una secuencia dependiendo del procedimiento de la detección 
usado se conocen por la persona experta en la técnica.

Una parte específica tal de una secuencia puede ser cualquier secuencia de la que pueda decucirse la presencia de la 
secuencia parental. Estas son típicamente secuencias con la longitud de 20, 30, 40 o 50 pares de bases o más. La 30
persona experta en la técnica conoce procedimientos para diseñar sondas para la detección de una secuencia tal. El 
diseño de las sondas también depende del procedimiento de detección. Típicamente estas sondas son capaces de 
hibridar de una manera específica con la secuencia específica elegida. Tales sondas son usualmente oligonucleótidos. 
Dependiendo del procedimiento de detección estas sondas pueden modificarse, por ejemplo con etiquetas como tintes 
fluorescentes o etiquetas radiactivas. Las sondas pueden comprender en sí mismas nucleótidos modificados o un 35
armazón modificado. Para PCR se han diseñado un par de cebadores, que son específicos en condiciones de PCR. 
Para otros procedimientos como qPCR o MLPA las sondas pueden consistir en uno o más oligonucleótidos, por 
ejemplo dos oligonucleótidos, que solo en combinación conducen a una prueba positiva. La detección de la presencia 
de la parte específica de la secuencia se relaciona también con la ausencia o presencia de la deleción. Ejemplos para 
las sondas o los cebadores oligonucleotídicos pueden encontrarse en los ejemplos de la presente solicitud. Por lo tanto 40
no es necesario detectar la secuencia completa. La parte específica de la secuencia es suficiente.

El término "cebador" se refiere a un oligonucleótido de cadena simple capaz de actuar como un punto de iniciación de 
síntesis de ADN dirigida por plantilla en condiciones apropiadas, en un tampón apropiado y a una temperatura 
adecuada. La longitud apropiada de un cebador depende del uso deseado del cebador pero típicamente varía desde 
15 hasta 30 nucleótidos. Una secuencia de cebador no necesita ser exactamente complementaria a una plantilla pero 45
debe ser suficientemente complementaria para hibridar con una plantilla. El término "par cebador" significa un conjunto 
de cebadores que incluyen un cebador 5' corriente arriba, que hibrida con el extremo 5' de la secuencia de ADN a 
amplificarse y un cebador 3' corriente abajo, que hibrida con el complemento del extremo 3' de la secuencia a 
amplificarse.

En otra realización de la invención la presencia o ausencia de la deleción se detecta por la detección de una secuencia 50
que comprende SEC ID N.º: 13 o una parte específica de SEC ID N.º: 13. La detección de la secuencia también se 
puede llevar a cabo por un producto de PCR que comprende esta secuencia o una parte de esta secuencia, por 
ejemplo si solo uno de los cebadores hibrida con la secuencia a detectarse. La presencia de la secuencia se relaciona 
con la ausencia de deleción.

En otra realización de la invención la presencia o ausencia de la deleción se detecta por la detección de al menos una 55
secuencia que comprende la secuencia o una parte específica de la secuencia seleccionada del grupo que comprende 
secuencias reguladoras, exón 1, exón 2 y/o exón 3 del gen BCAN. En una realización preferida la presencia o ausencia 
de la deleción se detecta por la detección de al menos una secuencia que comprende la secuencia o una parte 
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específica de la secuencia seleccionada del grupo que comprende exón 1, exón 2 y/o exón 3 del gen BCAN.

En otra realización de la invención la presencia o ausencia de la deleción se detecta por la detección de al menos una 
secuencia que comprende la secuencia o una parte específica de la secuencia seleccionada del grupo que comprende 
secuencias reguladoras de acuerdo con SEC ID N.º: 11, SEC ID N.º: 8, SEC ID N.º: 9 y/o SEC ID N.º: 12.

En otra realización de la invención la presencia o ausencia de la deleción se detecta por la detección de al menos una 5
secuencia que comprende la secuencia o una parte específica de la secuencia seleccionada del grupo que comprende 
secuencias reguladoras de acuerdo con SEC ID N.º: 11, exón 1 de acuerdo con la SEC ID N.º: 14, exón 2 de acuerdo 
con la SEC ID N.º: 15 y/o exón 3 de acuerdo con la SEC ID N.º: 16. La presencia de al menos una de estas secuencias 
detectadas de este modo indica la ausencia de deleción.

La detección de la secuencia también se puede llevar a cabo por un producto de PCR que comprende la secuencia o 10
una parte de la secuencia, por ejemplo si solo uno de los cebadores hibrida dentro de la secuencia. La presencia de 
todas las secuencias detectadas indica la ausencia de la deleción. Usualmente el examen de una secuencia específica 
es suficiente.

En otra realización de la invención la detección de la deleción se logra por la detección de la presencia o ausencia de 
al menos una de las secuencias reguladoras de BCAN, exón 1, exón 2 y/o exón 3 del gen BCAN o una secuencia 15
específica del mismo. La presencia de las secuencias indica por este medio la ausencia de la deleción.

En otra realización de la invención la detección de la deleción se logra por la detección de la presencia o ausencia de 
al menos uno de exón 1, exón 2 y/o exón 3 del gen BCAN o de una secuencia específica del mismo. La presencia de 
las secuencias indica por este medio la ausencia de la deleción.

En otra realización de la invención la detección de la deleción se logra por la detección de una secuencia específica por 20
la ausencia de la deleción así como por la detección de una secuencia específica para la presencia de la deleción. Esto 
puede lograrse por PCR múltiple usando conjuntos de cebadores que dan como resultado productos de PCR de 
longitud específica para cada caso (ausencia o presencia de la deleción). Usualmente los productos de PCR 
comparten un cebador, que hibrida con una parte del gen no afectado por la deleción. Los otros cebadores hibridan 
con la deleción con el fin de detectar la presencia de la deleción. El otro cebador puede hibridar con la secuencia 25
creada por la deleción o una parte del gen después de la deleción (con respecto del otro cebador). En un ensayo 
afectado, el portador y los genotipos no afectados pueden detectarse debido al patrón de los productos de PCR. Un 
ejemplo para un ensayo tal se muestra en la figura 3b.

En otra realización de la invención la detección de la deleción se logra por la cuantificación de la presencia de al menos 
una secuencia que comprende la secuencia o una parte específica de la secuencia seleccionada a partir del grupo que 30
comprende las secuencias reguladoras de BCAN, exón 1, exón 2 y/o exón 3, preferentemente exón 1, exón 2 y/o exón 
3. Típicamente la cuantificación se logra por la comparación con la cuantificación de la presencia de una secuencia 
diferente dentro del mismo ejemplo, por ejemplo exón 4 u otro gen, que no está influenciado por la deleción.

Tal cuantificación se lleva a cabo usualmente con procedimientos basados en PCR cuantitativa o PCR en tiempo real. 
En estos procedimientos se mide la cantidad de producto de una reacción de PCR. A partir de esto se puede calcular 35
la cantidad del objetivo de la PCR (la secuencia a detectarse). Dependiendo del procedimiento este objetivo no es 
necesario que sea el gen en sí mismo. En MLPA, el producto ligado de dos sondas hibridadas se amplifica. La cantidad 
del objetivo se relaciona después con la cantidad de este producto ligado.

En otra realización de la invención la detección de la deleción se logra por la cuantificación de la presencia de al menos 
una secuencia que comprende la secuencia o una parte específica de la secuencia seleccionada a partir del grupo que 40
comprende SEC ID N.º: 11, SEC ID N.º: 8, SEC ID N.º: 9 y/o SEC ID N.º: 12, preferentemente SEC ID N.º: 14, SEC ID 
N.º: 15 y/o SEC ID N.º: 16. Típicamente la cuantificación se logra por la comparación con la cuantificación de la 
presencia de un producto de amplificación de una secuencia diferente dentro del mismo ejemplo, por ejemplo exón 4 u 
otro gen, que no está influenciado por la deleción.

En otra realización de la invención la detección de la deleción se logra por la detección de una secuencia o una parte 45
específica de una secuencia de acuerdo con la SEC ID N.º: 1 o con la SEC ID N.º: 2. La ausencia de la secuencia 
indica la ausencia de la deleción.

En otra realización de la invención el mamífero es un perro, preferentemente un Cavalier King Charles spaniel. En este 
caso la detección se lleva a cabo en el cromosoma 7, donde reside el gen BCAN.

La invención también se refiere a una secuencia de ácidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de 50
acuerdo con la SEC ID N.º: 1 o 2.

La invención también se refiere a una secuencia de ácidos nucleicos aislada, que codifica el gen BCAN y que 
comprende una deleción que comprende al menos una de las secuencias reguladoras, exón 1, exón 2 y exón 3.

La invención también se refiere a un gen brevican (BCAN), que comprende una secuencia de acuerdo con la SEC ID 
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N.º: 1 o 2. Como se muestra en la figura 3c y 3d la deleción comprende el comienzo del gen. Las primeras 14 bases de 
la SEC ID N.º: 1 o las últimas 14 bases de la SEC ID N.º: 2 se localizaron corriente arriba del gen BCANantes de la 
deleción. Por la deleción esta secuencia se considera como parte del gen truncado BCAN.

En otra realización de la invención el gen BCAN es el gen brevican de un perro, preferible un Cavalier King Charles 
spaniel. En el caso de un perro, se localiza en el cromosoma 7. La deleción se localiza dentro del intervalo 44310000 y 5
44290000 sobre este cromosoma, preferentemente la deleción comienza 1,56 kb corriente abajo de HAPLN2 y finaliza 
85 pb corriente abajo del exón 3 de BCAN.

Un "ácido nucleico", "polinucleótido" u "oligonucleótido" es una forma polimérica de nucleótidos de cualquier longitud, 
puede ser ADN o ARN y puede ser de cadena individual o de cadena doble. Los ácidos nucleicos pueden incluir 
promotores u otras secuencias reguladoras. Los oligonucleótidos se preparan usualmente por procedimientos de 10
síntesis. Una referencia a la secuencia de una cadena de un ácido nucleico bicatenario define la secuencia 
complementaria y salvo donde otra cosa es evidente a partir del contexto, una referencia a una hebra de un ácido 
nucleico también se refiere a su complemento.

Un ácido nucleico "aislado" quiere decir una especie de ácido nucleico que es la especie predominante presente en 
una composición. Aislado significa que el ácido nucleico está separado de al menos un compuesto con el que está 15
asociado en la naturaleza. Un ácido nucleico purificado comprende (en una base molar) al menos aproximadamente 
50, 80 o 90 por ciento de todas las especies macromoleculares presentes.

La invención adicionalmente se refiere al uso del análisis descrito o del procedimiento para la selección para cría, 
preferentemente la cría de perros y más preferentemente Cavalier King Charles spaniels. Esta prueba genética 
permite especialmente la identificación de portadores,que no son distinguibles de los perros normales por otros 20
procedimientos.

Breve sumario de la invención

El síndrome de caídas episódicas (EFS) es un trastorno de hipertonicidad paroxística encontrada en Cavalier King 
Charles spaniels. Los episodios se disparan por el ejercicio, el estrés o la excitación y se caracterizan por 
hipertonicidad progresiva por todos los miembros torácicos y pélvicos, dando como resultado una posición 25
característica de "rececho de venado" y/o un colapso. Los inventores presentes usaron una estrategia de asociación 
del genoma completo para mapear el locus del EFS hasta un intervalo crítico de 3,48 Mb en el cromosoma 7 canino. 
Priorizando genes candidatos en base a la plausibilidad biológica, los inventores presentes encontraron que una 
deleción de 15,7 kb en BCAN, que codifica el proteoglucano brevican de la matriz extracelular específico de cerebro, 
está asociada con EFS. Esto representa una mutación casual convincente para EFS, dado que brevican tiene un papel 30
esencial en la formación de redes perineuronales que gobiernan la estabilidad de las sinapsis y la velocidad de la 
conducción nerviosa. El mapeo del punto de ruptura de la deleción permitió el desarrollo de pruebas de genotipado de 
PCR múltiple y de amplificación por sondas dependiente de ligación múltiple (MLPA) que pueden distinguir de forma 
precisa animales normales, portadores y afectados. La realización de pruebas más amplia de una población mayor de 
perros CKCS sin un historial de EFS de los EE.UU. reveló que los portadores son extremadamente comunes (al 12,9 35
%). El desarrollo de pruebas genéticas moleculares para la deleción de EFS que permiten la implementación de 
programas de cría dirigidos ayudó a minimizar el número de animales con EFS y permitió el diagnóstico confirmatorio 
y la farmacoterapia de perros afectados.

Discusión

La arquitectura genómica de líneas de perros de pura raza es ideal para la identificación de loci responsables de 40
rasgos recesivos autosómicos usando mapeo de asociación del genoma completo (Karlsson et al. 2007, Drögemüller 
et al. 2009). En este estudio, los inventores presentes demuestran que esta técnica puede usarse exitosamente en 
conjuntos de muestras mínimos, dado que los inventores presentes localizaron el locus de EFS usando muestras de 
ADN de solo cinco perros afectados y siete perros control emparejados para cría. Dado que un haplotipo homocigoto 
que se extiende 6,35 Mb se identificó en animales afectados, es cuestionable si tipificación de SNP adicionalmente 45
habría generado datos útiles adicionales. De hecho, un evento de recombinación individual en un portador obligado 
permitió a los inventores presentes estrechar el intervalo crítico a 3,48 Mb. Esta región contenía > 100 genes, 
incluyendo canales iónicos de apertura regulada por ligandos, canales de K+, transportadores, proteínas 
mitocondriales conocidos por estar implicados en trastornos neurológicos en seres humanos. Por ejemplo, mutaciones 
en CHRNB2 están asociadas con epilepsia del lóbulo frontal nocturna (De Fusco et al. 2000) y mutaciones en TPM350
están asociadas con miopatía nemalínica (Laing et al. 1995). Sin embargo, muchos de estos genes se eliminaron 
rápidamente como candidatos debido bien a: i) correlación pobre entre signos clínicos de EFS con los trastornos 
humanos equivalentes o bien a ii) resecuenciación sistemática de los genes. De acuerdo con los signos clínicos únicos 
observados en perros afectados, los inventores presentes descubrieron que una microdeleción homocigótica que 
afecta BCAN está asociada con EFS en perros CKCS, confirmando que este trastorno está heredado de una manera 55
autosómica recesiva. Esta mutación no se detectó en muestras de ADN control a partir de 53 razas de perro distintas, 
confirmando la naturaleza única de este reordenamiento genómico.

Brevican pertenece a la familia lectican de proteoglucanos de la matriz extracelular que forman agregados (ECM), que 
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comprende aggrecan, brevican, neurocan y versican. Aunque mutaciones en los genes aggrecan y versican (ACAN: 
15q26.1 y VCAN: 5q14.2-14.3) se han vinculado a diferentes trastornos de tejidos conectivos (Gleghorn et al. 2005; 
Stattin et al. 2010; Miyamoto et al. 2005; Fig. 5), no se ha identificado hasta la fecha ninguna mutación en los genes 
brevican o neurocan genes (BCAN: 1q23.1 y NCAN: 19p13.11). Brevican y neurocan se expresan altamente en el 
sistema nervioso central, donde se encuentran en estructuras de la matriz extracelular especializadas llamadas redes 5
perineuronales que juegan un papel en adhesión celular, migración, guía de los axones y plasticidad neuronal 
(Brakebusch et al. 2002). Brevican, versican, HAPLN2/BRAL1, tenascina-R y fosfacan están también presentes en los 
nódulos de Ranvier en axones mielinizados de diámetros grandes (Bekku et al. 2009, 2010) donde los cationes se 
acumulan y se deplecionan en la región nodal extracelular durante la propagación potencial de acción. Se piensa que 
el complejo ECM en nódulos de Ranvier juega un papel fundamental en mantener un microambiente local, actuando 10
como una barrera de difusión para K+ y Na+ alrededor del espacio extracelular perinodal (Oohashi et al. 2002; Bekku et 
al. 2010). Así, la disrupción de complejos ECM que gobiernan la estabilidad sináptica y la velocidad de conducción 
nerviosa es probable que sean subyacentes al fenotipo EFS. Ciertamente, dado que EFS parece resultar de un defecto 
del sistema nervioso central más que de un defecto muscular, la patología del retículo sarcoplásmico adecuado es 
probable que sea una manifestación secundaria de sobreestimulación muscular (Engel, 2004).15

De forma interesante, no se comunicó que ratones inactivados en BCAN (Brakebusch et al. 2002) tuvieran un fenotipo 
similar a EFS -aunque se notó una fuerza de agarre incrementada, que podría ser indicadora de tono muscular 
incrementado. Sin embargo, es cuestionable si las pruebas de fenotipado de ratones actuales revelarán trastornos 
neurológicos provocados por ejercicio extenuante, estrés, aprensión o excitación dado que estas afecciones se evitan 
generalmente en el cuidado de ratones. Es también notable que EFS muestre claramente una edad de aparición 20
variable y penetrancia variable en perros CKCS. En realización de pruebas a poblaciones más amplias, los inventores 
presentes identificaron dos perros que eran homocigotos para la microdeleción BCAN que nos mostraron signos 
clínicos de EFS en presencia de sus dueños. De forma interesante, se comunicaron hallazgos similares para la 
mutación dinamina (DNM1) (p.R256L) que subyace al colapso inducido por ejercicio en los Labrador retrievers 
(Patterson et al. 2008). Es plausible que estos perros no se hayan expuesto a ejercicio suficiente o a excitación 25
suficiente para desencadenar un episodio de EFS, o que factores modificadores genéticos o ambientales afecten la 
aparición de EFS. Es notable que los dos perros asintomáticos en nuestro estudio se describieran como "perezoso" e 
"inseguro" por sus respectivos dueños, sugiriendo que en perros con EFS puede darse comportamiento adaptativo.

En resumen, los inventores presentes han mostrado que una microdeleción inactivadora que afecta BCAN está 
asociada con EFS en perros CKCS. La identificación del punto de ruptura de la deleción ha permitido el desarrollo de 30
pruebas diagnósticas que han revelado una amplia prevalencia de portadores (12,9 %) en perros clínicamente no 
afectados de los EE.UU. Estas pruebas genéticas posibilitarán identificación futura de animales heterocigotos (que no 
tienen diferencia fenotípica discernible con animales de tipo silvestre) permitiendo que se implementen programas de 
cría dirigida y diagnosis confirmatoria y farmacoterapia apropiada de animales afectados. Aunque esto también 
representa la primera comunicación de un trastorno genético que implica un proteoglucano de ECM específico 35
neuronal, los inventores presentes sugieren que BCAN y NCAN deben considerarse como genes candidatos para 
análisis genético en casos no resueltos de trastornos humanos con presentaciones clínicas similares a EFS, tales 
como discinesias paroxísticas inducidas por el ejercicio (Weber y Lerche 2009) o ataxias episódicas (Tomlinson et al. 
2009).

Breve descripción de las figuras y tablas40

Otros objetos y ventajas de la presente invención se pueden comprobar a partir de una lectura de la memoria 
descriptiva y de las reivindicaciones adjuntas en conjunción con los dibujos en ella.

Para una comprensión más completa de la presente invención, se estableció referencia a la siguiente descripción 
realizada en relación con los dibujos adjuntos en los que:

Figura 1. Signos clínicos de síndrome de caída episódica y patología muscular. Un Cavalier King Charles Spaniel 45
hembra de 5 meses de edad presentaba episodios típicos de rigidez muscular inducida por excitación o inducida por 
ejercicio (a, hipertonicidad) que implicaría todos los cuatro miembros y progresaría a una postura de "rececho del 
venado" o de "rezo" usual (b), que resulta eventualmente en caída (c). Mientras que el músculo fue normal 
histológicamente por microscopía óptica, el microscopio electrónico reveló que el retículo sarcoplásmico (sr) apareció 
dilatado y contenía material finamente granular. La mitocondria (m) y las miofibrillas fueron normales en apariencia. 50
Barra de escala = 0,31 μm.

Figura 2. Mapear el locus del síndrome de caídas episódicas (a) -log10 de valores de Praw (eje Y) para asociación del 
genoma completo usando cinco EFS y siete perros control para cada cromosoma (eje de las X). Se detectó en el 
cromosoma 7 una señal principal individual. (b) Un intervalo crítico de 3,48 Mb que comprende SNP 43389066 se 
define por eventos de recombinación en un CKCS afectado y en un portador obligado.55

Figura 3. (a) Paneles de PCR para exones 1-4 deBCAN que muestran que amplicones para los tres primeros exones 
del gen brevican pueden generarse a partir de ADN genómico a partir de muestras normales (+/+) o de portadores 
obligados (+/-), pero no pueden amplificarse a partir de una muestra de EFS equivalente (-/-). En contraste, el exón 4 
de BCANse puede amplificar para todos los genotipos. (b) PCR múltiples con cebadores que flanquean la 
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microdeleción BCAN de 15,7 kb permitieron detección simultánea del alelo de BCAN de tipo silvestre (cebadores EFS1 
y EFS2, 393 pb) en animales normales (+/+) o portadores de EFS (+/-), mientras que el alelo EFS (cebadores EFS1 y 
EFS3, 279 pb) se detecta tanto en perros portadores de EFS como en perros afectados (-/-). Nótese que los dos 
portadores mostraron tener tanto amplicones de tipo silvestre como amplicones de EFS, como se esperaba para un 
genotipo heterocigoto. (c) Diagrama esquemático que muestra la organización genómica del HAPLN2 y del BCAN, la 5
posición de la deleción (rectángulo sombreado de gris con líneas de puntos) y cebadores de EFS1-3. (d) Secuencia 
que abarca el punto de ruptura de deleción de BCAN, mostrando una secuencia insertada no homóloga adicional 
indicada por flechas (secuencia superior SEC ID N.º: 1; secuencia inferior SEC ID N.º: 2). (e) Alineamiento de la 
secuencia de ADN que flanquea de forma inmediata el punto de ruptura de la deleción que indica microhomología local 
(secuencia izquierda superior SEC ID N.º: 3; secuencia derecha superior SEC ID N.º: 4; secuencia izquierda inferior 10
SEC ID N.º: 5; secuencia derecha inferior SEC ID N.º: 6).

Figura 4. Posición de la microdeleción de EFS. ADN genómico a partir de exones 1-4 destacados del cromosoma 7 
canino de BCAN (mostrados en negrita) y la posición de la microdeleción de EFS de 15,7 kb (sombreada en gris). La 
primera secuencia de la figura 1 es SEC ID N.º: 7 (secuencia sombreada en gris: SEC ID N.º: 11). La segunda 
secuencia que comprende exón 1 (SEC ID N.º: 14) es SEC ID N.º: 8. La tercera secuencia que comprende exón 2 15
(SEC ID N.º: 15) es SEC ID N.º: 9. La cuarta secuencia que comprende exones 3 (SEC ID N.º: 16) y 4 (SEC ID N.º: 17) 
es SEC ID N.º: 10. La secuencia sombreada en gris en la cuarta secuencia se muestra en SEC ID N.º: 12.

Figura 5. Confirmación de la microdeleción BCAN usando amplificación de sonda dependiente de ligación múltiple. (a) 
análisis de MLPA reveló detección robusta de una sonda control (CFTRa) y de sondas para la región 
promotora/reguladora (PR) de BCAN y exones 1-4. Sin embargo, señales para sondas PR y exones 1-3 se redujeron 20
en un 46-55 % en animales heterocigotos (+/-) y se suprimieron en animales homocigotos (-/-), de forma consistente 
con una pérdida de sitios de unión a sondas en ADN genómico.

Figura 6. Organización modular de la superfamilia de proteínas de unión a hialuronano y trastornos asociados. 
Mutaciones en ACAN, que codifican aggrecan -un componente principal de cartílago,se han implicado en displasia 
espondiloepifisaria de tipo Kimberley (Gleghorn et al. 2005) y osteocondritis disecante familiar (Stattin et al. 2010). 25
Mutaciones en VCAN, que codifican versican, están asociadas con síndrome de Wagner y vitreorretinopatía erosiva,
trastornos que afectan al tejido conectivo del ojo (Miyamoto et al. 2005). Modificado a partir de Maeda et al. 2010.

Tabla 1. Genotipos de BCAN en cohortes de CKCS y en otras razas de perros

Tabla 2. Secuencias de cebadores para amplificación de exones de BCAN y HAPLN2 caninos.

Tabla 3. Polimorfismos de nucleótidos individuales de cromosoma 7 asociados con EFS. Un total de 17 SNP en el 30
cromosoma canino 7 estaban asociados con EFS (valores de Praw ≤ 0,0001).

Tabla 4. Sondas para MLPA; clave: P- = grupo fosfato 5', Negrita: objetivo cebador de PCR 5', Subrayado: objetivo 
cebador de PCR 3', cursiva = relleno; Tm: puntos de fusión; Tamaño: tamaño del producto resultante. Migración 
observada: BCAN Ex4 86 pb; BCAN Ex3 94 pb; control de CFTRa 98 pb; BCAN PR 102 pb; BCAN Ex1 113 pb; BCAN
Ex2 118 pb.35

Los genotipos revelados por PCR múltiples se determinaron según se describe en los procedimientos. Los perros se 
evaluaron en base a datos clínicos disponibles y se situaron en una de las categorías fenotípicas anteriores. 
Obsérvese que todos los animales clínicamente afectados era homocigotos para la deleción BCAN, mientras que los 
portadores obligados eran heterocigotos. Así como animales de tipo silvestre y portadores de la deleción de BCAN, 
dos perros homocigotos para la deleción de BCAN, que no se comunicó que tuvieran EFS, se detectaron en una 40
cohorte de animales emparentados con perros de EFS conocidos. Se detectaron también portadores en CKCS sin 
ningún historial de EFS, pero no en muestras de ADN control de 53 razas de perros distintas. que incluyen: airedale 
terrier, akita basenji, staffordshire terrier americano, cócker spaniel americano, perro esquimal americano, pastor 
australiano, boyero de Berna, bluetick coonhound, collie de la frontera, boston terrier, bóxer, boykin spaniel, briard, bull 
mastiff, bulldog, cairn terrier, catahoula leopard dog, chihuahua, collie, dachshund, dálmata, setter inglés, springer 45
spaniel inglés, flat coated retriever, pastor alemán, schnauzer gigante, golden retriever, gran danés, bichón habanero, 
husky siberiano, setter irlandés, galgo italiano, labrador retriever, pinscher miniatura, caniche enano, schnauzer 
miniatura, pero cantor de Nueva Guinea, cazador de alces noruego, petit basset griffon vendeen, pomerania, podenco 
portugués pequeño, doguillo, pastor del Pirineo, schipperke, shetland sheepdog, Vallhund sueco, terrier tibetano, toy 
fox terrier, wei-maraner, welsh terrier, west highland white terrier, wire fox terrier y yorkshire terrier. Donde fue posible, 50
se pusieron a prueba dos perros no emparentados por cada raza.

Materiales y procedimientos

Microscopía óptica y electrónica: Para microscopía óptica, se recogieron biopsias sin fijar de los músculos bíceps 
femorales, vastos laterales y tríceps braquiales a partir de cinco perros afectados de CKCS sometidos a anestesia 
general y se congelaron en isopentano preenfriado en nitrógeno líquido. Las criosecciones se cortaron (8 mm) y las 55
siguientes tinciones histoquímicas y reacciones se llevaron a cabo: hematoxilina y eosina, Gomori colorante tricrómico 
modificado, ácido peryódico de Schiff, fosforilasa, esterasa, reacciones de ATPasa a pH de 9,8 y 4,3, dinucleótido 
nicotinamida adenina-tetrazolio reductasa, succínico deshidrogenasa, fosfatasa ácida, fosfatasa alcalina y rojo aceite 
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O. Para microscopía electrónica, especímenes musculares fijados con glutaraldehído se post-fijaron en tetróxido de 
osmio y se deshidrataron en soluciones seriadas de alcohol y óxido de propileno antes de incrustar en resina araldita. 
Se tiñeron secciones gruesas (1 mm) con azul de toludina para microscopía óptica y se tiñeron secciones ultrafinas 
(60-90 nm) con acetato de uranilo y citrato de plomo para microscopía electrónica.

Preparación de ADN genómico:5

Se recogieron células sanguíneas completas o células bucales a partir de perros afectados de EFS, perros 
clínicamente normales familiares de los afectados y perros CKCS control no emparentados clínicamente normales. El 
ADN genómico se aisló usando el kit de sangre Gentra Puregene (QIAGEN, Valencia, EE.UU.). Muestras de ADN 
adicionales aisladas de células sanguíneas o bucales completas de otros perros de raza pura estaban disponibles a 
partir de estudios no relacionados y otras fuentes.10

Mapeo de asociación del genoma completo:

Treinta muestras de ADN genómico de CKCS aisladas de sangre (cinco casos, un portador obligado y siete controles) 
se genotiparon para 127.000 SNP en el Affymetrix Canine SNP Array versión 2 
(http://www.broadinstitute.org/mammals/dog/caninearrayfaq.html). Se procesaron ensayos en el Clemson University 
Genomics Institute (http://www.genome.clemson.edu/) usando el kit de ensayo 250K Sty de mapeo humano de chip de 15
ADN (Affymetrix, Santa Clara, EE.UU.). Se siguió el protocolo de ensayo 500K de mapeo humano de chip de ADN, 
pero con un volumen de hibridación de 125 ml (Karlsson et al. 2007). Los ficheros Raw CEL se genotiparon usando el 
programa Affymetrix Power Tools. SNP que tenían > 10 % de datos perdidos y = 60 % de heterocigosis se eliminaron. 
Los datos para 58.873 SNP se formatearon por PLINK (Purcell et al. 2007) y los análisis de caso/control con 100.000 
permutaciones se llevaron a cabo para cinco casos y siete controles (el portador obligado se excluyó de análisis).20

PCR y secuenciación de ADN:

Los cebadores de PCR se diseñaron para amplificar exones y flanquear sitios donadores de ayustamiento, sitios 
aceptores de ayustamiento y sitios de puntos de ramificación de ayustamiento, a partir de estructuras genéticas 
derivadas mediante simulación computacional usando el UCSC Genome Browser. Para cebadores específicos de 
exón para amplificación de exones BCAN y HAPLN2 véase Tabla 2. PCR se llevó a cabo usando 50 ng de ADN 25
genómico como plantilla y AccuPrime Pfx SuperMix suplementadas con betaína para 40 ciclos de 94 ºC durante 1 
minuto, de 60 ºC durante 1 minuto, de 68 ºC durante 1 minuto. Los productos de PCR se purificaron en gel usando un 
kit de extracción de gel QiaQuick (QIAGEN, Crawley, Reino Unido) para reacción TOPO cloning (pCR4Blunt-TOPO; 
Invitrogen, Renfrew, Reino Unido). Se llevó a cabo secuenciación de ADN por el procedimiento de Sanger por DNA 
Sequencing & Services (MRCPPU, College of Life Sciences, Universidad de Dundee, Escocia) usando la química de 30
Applied Biosystems Big-Dye versión 3.1 en un secuenciador de ADN ABI 3730 capilar automatizado, las secuencias 
de ADN se analizaron usando Sequencher 4.10 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, EE.UU.). Para PCR múltiples, el 
conjunto de cebadores diagnóstico es: EFS1 5'-aaggtctta-cacctgcaatgaatag-3' (SEC ID N.º: 18), EFS2 
5'-g-caaatgtaaagtcctgtgaccat-3' (SEC ID N.º: 19) y EFS3 5'-agttcacattgtgctctctctactg-3' (SEC ID N.º: 20). Análisis de 
amplificación de sondas dependiente de ligación múltiple (MLPA):35

Se diseñaron cinco conjuntos de sondas de MLPA que corresponden a la región promotora (PR) y a los exones 1 (5' 
UTR), 2, 3 y 4 del gen brevican canino (BCAN; NC-006589 en el cromosoma 7; Tabla 4). Los criterios para diseño de 
sondas MLPA fueron como se describieron previamente (Schouten et al. 2002). Un par de sondas control se diseñó 
para reconocer un gen no relacionado (CFTR: NC-006596 en cromosoma 14). Las sondas generaron productos de 
amplificación que oscilaron en tamaño desde 88 hasta 115 pb y tuvieron temperaturas de fusión de 70 ºC como se 40
recomienda en el programa RAW Probe (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda) usando condiciones de MLPA estándar 
(Schouten et al. 2002). Los productos de PCR se analizaron en un aparato de electroforesis capilar ABI 3130XL 
(Applied Biosystems, Lennik, Bélgica). Se llevó a cabo normalización de sonda específica de BCAN dividiendo los 
valores obtenidos por la señal combinada de las sondas control.

Resultados45

Microscopía óptica y electrónica:

Las criosecciones no fijadas de biopsias musculares fueron histológicamente normales a nivel del microscopio óptico 
con ninguna anormalidad detectada siguiendo cualquiera de las tinciones histoquímicas y reacciones enzimáticas 
empleadas. Al contrario que las comunicaciones anteriores (Wright et al. 1986, 1987) la microscopía electrónica reveló 
morfología microfibrilar y miofibrilar normal, aunque se confirmó la hinchazón del retículo sarcoplásmico (Fig. 1d).50

Mapeo de asociación del genoma completo y resecuenciación de genes candidatos:

Un total de 17 polimorfismos de un único nucleótido (SNP) estaban asociados con EFS (valores de Praw = 0,0001) 
(Tabla 3). El resultado más significativo fue para SNP 43389066 (Praw = 5,10 x 10-7, Pgenoma = 2,68 x 10-3) (Fig. 2a). 
Todos los SNP significativos estaban localizados dentro de una región de 7,2 Mb en el cromosoma canino 7. Un 
intervalo crítico de 3,48 Mb (desde 7.42838021 hasta 7.46320904) se delimitó por cromosomas recombinantes 55
identificados en un perro con EFS y un portador obligado (Fig. 2b). Con el fin de identificar la mutación asociada con 
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EFS, los inventores presentes priorizaron varios genes para resecuenciación basada en plausibilidad biológica. Estos 
codifican proteínas de canales iónicos de apertura regulada por ligando o de apertura regulada por voltaje (CHRNB2, 
HCN3, KCNN3), proteínas mitocondriales (MRPL24, MTSO1, MTX1, SLC25A44), proteínas musculares (MEF2D, 
TPM3) o proteínas expresadas en el cerebro (ARHGEF11, BCAN, GBA, HAPLN2, NES, RIT1, SYT11, UBQLN4).
Curiosamente, la amplificación de exones 1, 2 y 3 de BCAN falla consistentemente con grupos de cebadores múltiples 5
cuando se usa ADN genómico de animales afectados, mientras que los ADN de perros portadores e inafectados se 
amplificaron de forma fiable (Fig. 3a). Debido a que no se observó amplificación preferente para el gen adyacente,
HAPLN2- que codifica la proteína 2/Bral1 de unión a hialuronano y proteoglucano (Hirakawa et al. 2000; Oohashi et al. 
2002; Bekku et al. 2010) -los inventores presentes sospecharon que una microdeleción que afectaba a secuencias 
reguladoras de BCAN y a exones 1-3 estaba asociada con EFS.10

Identificación del punto de ruptura de deleción y desarrollo de pruebas diagnósticas:

Experimentos de secuenciación por paseo adicionales permitieron a los inventores presentes clonar y secuenciar un 
fragmento de ADN conteniendo el punto de ruptura de deleción y desarrollar un ensayo de PCR múltiple que distingue 
entre perros afectados, portadores y normales (Fig. 3b). El análisis de secuencia del amplicón del punto de ruptura 
reveló una microdeleción de 15,7 kb comenzando 1,56 kb corriente abajo de HAPLN2, abarcando elementos de 15
promotores de BCAN y exones 1 (5' no traducido), 2 y 3 de BCAN, finalizando 85 pb corriente abajo del exón 3 de
BCAN (Fig. 3c). El amplicón de microdeleción también contenía una secuencia insertada de 6 pb (GGCCTT; Fig. 3d) 
típica de deleciones que resultan de la unión de extremos no homólogos (NHEJ) o de la unión de extremos mediada 
por microhomología (MMEJ). Se identificaron varias regiones de microhomología (1-7 pb) en una región de 30 pb que 
comprende los puntos de ruptura (Fig. 3e). De forma interesante, 5 de 6 pb de la secuencia insertada complementada 20
reversa se alinean con la región más grande de microhomología. Los inventores presentes también notaron una 
abundancia de inserciones de elemento interdisperso corto (SINE) en el extremo 5' de la secuencia delecionada, que 
podría causar la formación de estructuras secundarias que faciliten el reordenamiento cromosómico (Chuzhanova et 
al. 2003). Los inventores presentes también detectaron la presencia de la microdeleción de BCAN (Fig. 4) usando 
MLPA (Schouten et al. 2002) y secuencias de sondas específicas caninas (Tabla 4). Este análisis cuantitativo también 25
confirmó que EFS está asociado con una pérdida de elementos promotores/reguladores de BCAN y de exones 1-3 en 
animales portadores heterocigotos y en animales afectados homocigotos (Fig. 5).

Genotipado rápido usando genotipado múltiple en diferentes poblaciones de perros:

Para valorar la prevalencia de la microdeleción de EFS, los inventores presentes usaron ensayo de PCR múltiple para 
poner a prueba varias poblaciones de CKCS y otras razas de perros (Tabla 1). Todos los perros del estudio de EFS del 30
Reino Unido (n = 2), EE.UU. (n = 6) y Nueva Zelanda (n = 2) fueron homocigotos para la microdeleción y todos los 
portadores obligados fueron heterocigotos (n = 8, perros de EE.UU. y Nueva Zelanda). En animales emparentados con 
perros afectados, los inventores presentes encontraron 9 animales normales y 10 portadores. De forma interesante, en 
este grupo, dos perros sin un historial clínico de EFS fueron homocigotos por la microdeleción. Por último, en perros 
con ningún historial clínico conocidos de EFS procedentes de los EE.UU., la frecuencia de portadores fue del 12,9 % 35
(20/155) sugiriendo que la microdeleción de EFS está presente a una frecuencia alta en esta población. De forma 
notable, la mutación no se detectó en PCR múltiples llevadas a cabo en muestras de ADN de controles a partir de 53 
razas de perro distintas (Tabla 1).

Aunque las presentes invenciones se han descrito e ilustrado junto con un número de realizaciones específicas, 
aquellos expertos en la técnica apreciarán que se pueden hacer variaciones y modificaciones sin apartarse de los 40
principios de las invenciones como se ilustran en el presente documento, según se describe y reivindica. Se considera 
a todos los respectos que las realizaciones descritas son ilustrativas y no restrictivas. El alcance de las invenciones 
está, por lo tanto, indicado por las reivindicaciones adjuntas, en vez de por la descripción precedente. Todos los 
cambios que entran dentro del significado y el intervalo de equivalencia de las reivindicaciones se están abarcando 
dentro de su alcance.45

Tabla 1

Fenotipo Normal Portador Afectado

CKCS afectados con EFS 0/10 0/10 10/10

Portadores de EFS de 
CKCS de estudio

0/8 8/8 0/8

CKCS de estudio 
emparentados con CKCS 
afectado o portadores

9/21 10/21 2/21

CKCS sin historial de EFS 135/155 20/155 0/155
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53 razas de perro sin 
historial de EFS

93/93 0/93 0/93

Tabla 2

Gen Exón Cebador directo Cebador reverso

B CAN 1 cttctctccagaaccatgtcctac SEC ID N.º: 21 acacagcaagtaagtggcagagtt SEC ID N.º: 22

2 gagttaacggtgaggttgggacagt SEC ID N.º: 23 cccacagtgccctctatcctatctc SEC ID N.º: 24

3 aagatttggggagagatctggagag SEC ID N.º: 25 ccccaagagagaaaggaggtaacaa SEC ID N.º: 26

4 cttttctccttggggtggacagact SEC ID N.º: 27 ggtcctggatggttgacctgag SEC ID N.º: 28

5 gggtgtctctgcagaagaaaacaat SEC ID N.º: 29 gaagacctctggacagcaccg SEC ID N.º: 30

6 ggcccagagaagccagccta SEC ID N.º: 31 gggaaacttcagagctcaagtctgt SEC ID N.º: 32

7 ccacagggaagatgagtgagaattg SEC ID N.º: 33 ccagcatcactctggacacctt SEC ID N.º: 34

8 ctcaccctccacagcccctt SEC ID N.º: 35 ccagagatcatgtgacccagagctt SEC ID N.º: 36

9 gtgatagctcccaagacaaggagat SEC ID N.º: 37 gcagggtccaggcttcaggtcta SEC ID N.º: 38

10 ctctgctggctctctggcat SEC ID N.º: 39 tgagtgggagagagcaggtga SEC ID N.º:40 

11 acggacagggaagcagggaa SEC ID N.º: 41 gcggaggcagaagtgcttgg SEC ID N.º: 42

12 tggcctccactcctcatcc SEC ID N.º: 43 ttacacacatgcggcttgggtc SEC ID N.º: 44

13 atcccgggtctccaggatca SEC ID N.º: 45 gagcccagggctactgttggata SEC ID N.º: 46

14 ccagggctagtgtttggatgagat SEC ID N.º: 47 ccctcacgtggtcacttcctatg SEC ID N.º: 48

HAPLIN2 1-2 gacattccccacacacaccaag SEC ID N.º: 49 cgcctgtttcgcttcatagtaattg SEC ID N.º: 50

3-5 tgtctgccggctctccctaa SEC ID N.º: 51 aggatacagacccatcctgaagcac SEC ID N.º: 52

Tabla 3

SNP Valor de P

7,43389066 5,10 x 107

7,46204875 5,61 x 10-6

7,46283892 5,61 x 10
-6

7,42051505 7,65 x 10-6

7,3915202 6,12 x 10-5

7,39142101 6,12 x 10-5

7,43140878 6,73 x 10-5

7,43197311 6,73 x 10-5

7,43230030 6,73 x 10-5

7,43298329 6,73 x 10
-5

7,43302986 6,73 x 10-5
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7,43867010 6,73 x 10-5

7,43917092 6,73 x 10-5

7,44014865 6,73 x 10-5

7,44059025 6,73 x 10-5

7,41416845 7,19 x 10-5

7,42027729 7,19 x 10-5

Tabla 4

Sonda Secuencia Tm ºC GC en % Tamaño

CFTRa GGGTTCCCTA AGGGTTGGAG CTCCATTGCA

ATCTACCTAG CCATTG

SEC ID N.º: 53

72 48 100

P-GCTTATGCCT TCTCTTTATC ATGAGGCCGC

    TTCTAGATTG GATCTTGCTG GCAC

SEC ID N.º: 54

75 48

PR de BCAN GGGTTCCCTA AGGGTTGGAG GATTGGGTGC

CCTGTTTGG

SEC ID N.º: 55

72 60 104

P-CTCGCCACAG GGAGCCTTCT GCGCATTCC

    AAGTGGTCAC TGTCTAGATT GGATCTTGCT

    GGCAC

SEC ID N.º: 56

72 65

Exón 1 de BCAN GGGTTCCCTA AGGGTTGAC TGGTCTAGCC

TCTAGGAACC GACGCAGAG

SEC ID N.º: 57

70 62 111

p-GAGGCAGCGG TAGCGTGACA GGCTGGGGAA

    GAGCAAAAAT CACGGAGTCT CTAGATTGGA

    TCTGCTGGC AC

SEC ID N.º: 58

71 68

Exón 2 de BCAN GGGTTCCCTA AGGGTTGAC TATGCAAGGT

GTGGCCTTAG CTGATGCCCT G

SEC ID N.º: 59

72 59 115

p-GAAGGGGACA GCTCAGGTAA GCAGGAGCCC

    GAGGGGTGTC CTCTAGATTG GATCTTGCTG

    GCAC

SEC ID N.º: 60

70 59
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Exón 3 de BCAN GGGTTCCCTA AGGGTTGGAG CCATTCTACCG

CTGCGAGGTC CAGCACG

SEC ID N.º: 61

77 64 96

p-GCATAGATGA CAGCAGCGAT GCCGTATCTA 72 57

GATTGGATCT TGCTGGCAC

SEC ID N.º: 62

Exón 4 de BCAN GGGTTCCCTA AGGGTTGGAG GGGCTATGAA

CAGTGTGAGATG CTG

SEC ID N.º: 63

72 54 88

p-GCTGGCTATC TGACCAGACC GTTCTAGATT

    GGATCTTGCT GGCAC

SEC ID N.º: 64

71 59
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<210> 1

<211> 34

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>5

<221> fuente

<222> 1..34

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia superior"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 1

aagtacaacc gccaggcctt agtagaaaa ggag 3410

<210> 2

<211> 34

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>15

<221> fuente

<222> 1..34

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia inferior"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 2

ctccttttct agctaaggcc tggcggttgt actt 3420

<210> 3

<211> 25

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>25

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia superior izquierda"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 3

ctcagacctg gaagtacaac cgcca 2530

<210> 4

<211> 25

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>35

<221> fuente

<222> 1..25
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<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia superior derecha"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 4

gtatgtacag gatcagcccc agttc 25

<210> 5

<211> 255

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222> 1..2510

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia inferior izquierda"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 5

caaatgctct ggaaggcacc cagtg 25

<210> 6

<211> 2515

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222> 1..2520

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia inferior izquierda"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 6

agctagaaaa ggagtgggta gagac 25

<210> 7

<211> 35025

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222> 1..35030

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 primera secuencia"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<220>

<221> misc_característica

<222> 181..350

<223> /nota = "comienzo de la deleción"35

<400> 7
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<210> 8

<211> 490

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris5

<220>

<221> fuente

<222> 1..490

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 segunda secuencia incluido exón 1"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<220>10

<221> exón

<222> 82..417

<223> /nota = "exón 1"

<400> 8

15

<210> 9

<211> 280

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>20
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<221> fuente

<222> 1..280

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 tercera secuencia incluido exón 2"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<220>

<221> exón5

<222> 84..181

<223> /nota = "exón 2"

<400> 9

<210> 1010

<211> 1050

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente15

<222> 1..1050

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 cuarta secuencia incluido exón 3 y 4"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<220>

<221> exón

<222> 113..48720

<223> /nota = "exón 3"

<220>

<221> exón

<222> 782..956

<223> /nota = "exón 4"25

<400> 10
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<210> 11

<211> 170

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris5

<220>

<221> fuente

<222> 1..170

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 deleción de la primera secuencia"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 1110

<210> 12

<211> 572
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<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222> 1..5725

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 deleción de la cuarta secuencia"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 12

<210> 13

<211> 1572210

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222> 1..1572215

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<220>

<221> exón

<222> 10684..11019

<223> /nota = "exón 1"20

<220>

<221> exón

<222> 14604..14701

<223> /nota = "exón 2"

<220>25

<221> exón
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<222> 15263..15637

<223> /nota = "exón 3"

<400> 13
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<210> 14

<211> 336

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris5

<220>

<221> fuente

<222> 1..336

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 1410

<210> 15

<211> 98
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<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222> 1..985

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 15

<210> 16

<211> 37510

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222> 1..37515

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 16

<210> 17

<211> 17520

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222> 1..17525

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 17
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<210> 18

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador de PCR múltiple de EFS1"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 1810

aaggtcttac acctgcaatg aatg 25

<210> 19

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial15

<220>

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador de PCR múltiple de EFS2"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 1920

agcaaatgta aagtcctgtg accat 25

<210> 20

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial25

<220>

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador de PCR múltiple de EFS3"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 2030

agttcacatt gtgctctctc tactg 25

<210> 21

<211> 24

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..24

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 1 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"5

<400> 21

cttctctcca gaaccatgtc ctac 24

<210> 22

<211> 24

<212> ADN10

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..24

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota= "cebador reverso de exón 1 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"15

<400> 22

acacagcaag taagtggcag agtt 24

<210> 23

<211> 25

<212> ADN20

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 2 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"25

<400> 23

gagttaacgg tgaggttggg acagt 25

<210> 24

<211> 25

<212> ADN30

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 2 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"35

<400> 24

cccacagtgc cctctatcct atctc 25
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<210> 25

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>5

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 3 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 25

aagatttggg gacagatctg gagag 2510

<210> 26

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>15

<221> fuente

<222> 1..26

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 3 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 26

ccccaagaga gaaaggaggt aacaa 2520

<210> 27

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>25

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 4 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 27

ctttctctct tggggtggac agact 2530

<210> 28

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>35

<221> fuente

<222> 1..22
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<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 4 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 28

ggtcctggat ggttgacctg ag 22

<210> 29

<211> 255

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..2510

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 5 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 29

gggtgtctct gcagaagaaa acaat 25

<210> 30

<211> 2115

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..2120

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 5 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 30

gaagacctct ggacagcacc g 21

<210> 31

<211> 2025

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..2030

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 6 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 31

ggcccagaga agccagccta 20

<210> 32

<211> 2535

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 6 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 325

gggaaacttc agagctcaag tctgt 25

<210> 33

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial10

<220>

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 7 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 3315

ccacagggaa gatgagtgag aatg 25

<210> 34

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial20

<220>

<221> fuente

<222> 1..22

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 7 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 3425

ccagcatcac tctggacacc tt 22

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial30

<220>

<221> fuente

<222> 1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 8 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 3435

ctcaccctc acagcccctt 20

<210> 36
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<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente5

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 8 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 36

ccagagatca tgtgacccag agctt 25

<210> 3710

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente15

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 9 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 37

gtgatagctc ccaagacaag gagat 25

<210> 3820

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente25

<222> 1..23

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 9 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 38

gcagggtcca ggcttcaggt cta 23

<210> 3930

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente35

<222> 1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 10 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
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<400> 39

ctctgctggc tctctggcat 20

<210> 40

<211> 21

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..21

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 10 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"10

<400> 40

tgagtgggag agagcaggtg a 21

<210> 41

<211> 20

<212> ADN15

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 11 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"20

<400> 41

acggacaggg aagcagggaa 20

<210> 42

<211> 20

<212> ADN25

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 11 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"30

<400> 42

gcggaggcag aagtgcttgg 20

<210> 43

<211> 20

<212> ADN35

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<222> 1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 12 BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 43

tgggcctcca ctcctcatcc 205

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>10

<221> fuente

<222> 1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 12 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 44

ttacacacat gcggcttggg tc 2215

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>20

<221> fuente

<222> 1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 13 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 45

atcccgggtc tccaggatca 2025

<210> 46

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>30

<221> fuente

<222> 1..23

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 13 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 46

gagcccaggg ctactgttgg ata 2335

<210> 47

<211> 24
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..245

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 14 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 47

ccagggcatg tgtttggatg agat 24

<210> 48

<211> 2310

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..2315

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 14 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 48

ccctcacgtg gtcacttcct atg 23

<210> 49

<211> 2220

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..2225

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 1-2 de HAPLN2"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 49

gacattcccc acacacacca ag 22

<210> 50

<211> 2530

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222> 1..2535

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 1-2 de HAPLN2"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 50
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cgcctgtttc gcttcatagt aattg 25

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<221> fuente

<222> 1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exón 3-5 de HAPLN2"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 5110

tgtctgccgg ctctccctaa 20

<210> 52

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial15

<220>

<221> fuente

<222> 1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exón 3-5 de HAPLN2"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 5220

aggatacaga cccatcctga agcac 25

<210> 53

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial25

<220>

<221> fuente

<222> 1..46

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de MPLA CFTRa"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 5330

gggttcccta agggttggag ctccattgca atctacctag ccattg 46

<210> 54

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial35

<220>

<221> fuente
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<222> 1..54

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de MPLA CFTRa; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 54

gcttatgcct tctctttatc atgaggccgc ttctagattg gatcttgctg gcac 54

<210> 555

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente10

<222> 1..39

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de PR de MPLA BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 55

gggttcccta agggttggag gattgggtgc cctgtttgg 39

<210> 5615

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente20

<222> 1..65

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de PR de MPLA BCAN; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 56

<210> 5725

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente30

<222> 1..49

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de exón 1 de MPLA BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 57

gggttcccta agggttggac tggtctagcc tctaggaacc gacgcagag 49

<210> 5835
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<211> 72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente5

<222> 1..72

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de exón 1 de MPLA; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 58

<210> 5910

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente15

<222> 1..51

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de exón 2 de MPLA BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 59

gggttcccta agggttggac tatgcaaggt gtggccttag ctgatgccct g 51

<210> 6020

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente25

<222> 1..64

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de exón 2 de MPLA BCAN; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia 
artificial"

<400> 60

30

<210> 61

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>35
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<221> fuente

<222> 1..47

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de exón 3 de MPLA BCAN;"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 61

gggttcccta agggttggag ccatctaccg ctgcgaggtc cagcacg 475

<210> 62

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>10

<221> fuente

<222> 1..49

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de exón 3 de MPLA BCAN; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia 
artificial"

<400> 6215

gcatagatga cagcagcgat gccgtatcta gattggatct tgctggcac 49

<210> 63

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial20

<220>

<221> fuente

<222> 1..43

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de exón 4 de MPLA BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 6325

gggttcccta agggttggag gggctatgaa cagtgtgatg ctg 43

<210> 64

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial30

<220>

<221> fuente

<222> 1..45

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de exón 4 de MPLA BCAN; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia 
artificial"35

<400> 64

gctggctatc tgaccagacc gttctagatt ggatcttgct ggcac 45
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de determinación de la predisposición genética para síndrome de caída episódica en un 
mamífero caracterizado porque la presencia o ausencia de una deleción en el gen brevican (BCAN) se detecta en 
una muestra.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado porque la deleción comprende al menos uno de 5
los siguientes elementos de BCAN: secuencias reguladoras, exón 1, exón 2 y/o exón 3.

3. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque la deleción comprende al 
menos exón 1, exón 2 y exón 3.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la deleción es del tamaño 
de 15,7 kbases.10

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la deleción comienza 1,56 
kb corriente abajo de HAPLN2 y termina 85 pb corriente abajo del exón 3 de BCAN.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 to 5, caracterizado porque la deleción conduce a 
una secuencia de acuerdo con la SEC ID N.º: 1 o la SEC ID N.º: 2.

7. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones1 to 6, caracterizado porque el mamífero es un perro.15

8. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el mamífero es un 
Cavalier King Charles spaniel.
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Fig. 1

E12167334
18-03-2015ES 2 533 311 T3

 



46

Cromosoma

Fig. 2
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Posición de deleción

Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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