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DESCRIPCIÓN

Procedimiento de determinación del genotipo relacionado con la paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH) y ácidos 
nucleicos utilizables en dicho procedimiento

Campo de la invención

La presente invención se refiere a un procedimiento de diagnóstico in vitro de un genotipo relacionado con la 5
paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH) en un perro y a materiales utilizables en dicho procedimiento. 
Particularmente la presente mención se refiere a la variación genética relacionada con la PQNH en Labradores
Retriever.

Antecedentes

La paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH) es una genodermatosis de los Labradores Retriever con una herencia 10
monogénica autosómica recesiva (Pagé y col. 2003, Peters et al. 2003). Los perros afectados de PQNH desarrollan, 
a una edad temprana, costras y fisuras en el plano nasal, aunque son perros sanos. Los cambios histopatológicos
consisten en una hiperqueratosis paraqueratósica y en una acumulación de líquido proteico (“lagos de suero”) en el 
interior del estrato córneo y en el estrato espinoso superficial. Actualmente la PQNH no puede curarse, pero los 
síntomas pueden aliviarse con terapia sintomática.15

Debido a la herencia monogénica autosómica recesiva, es muy importante disponer de un procedimiento que
determine el genotipo de un perro. Los perros heterocigotos no están afectados y no pueden diferenciarse 
fenotípicamente de los perros homocigotos libres. Sin embargo, los perros heterocigotos portan el alelo mutante 
(“portadores”) y pueden transmitir esta enfermedad a su descendencia. 

Actualmente los criadores pueden identificar a los perros portadores únicamente basándose en la información del 20
fenotipo obtenida de generaciones anteriores y eliminar a los portadores identificados de los programas de cría, 
reduciendo de este modo la frecuencia de la enfermedad genética en una raza. Por tanto, hay una gran necesidad 
en la cría de Labradores Retriever de un ensayo genético que permita la identificación de portadores también sanos 
de PQNH. Por lo tanto, es muy valioso un procedimiento de ensayo genético que pueda diferenciar los tres 
genotipos “libre” (=tipo silvestre homocigoto), "portador" (=heterocigoto"), y "afectado" (=mutante homocigoto) para la 25
cría de perros, así como para medicina veterinaria para confirmar el diagnóstico de casos sospechosos.

Sumario de la invención

Un objeto de la presente invención es proporcionar medios para identificar perros de cría, particularmente 
Labradores Retriever, que tengan un riego de transmitir a su descendencia el genotipo de PQNH.

Éstos y otros objetos se consiguen a través de la presente invención como se describe y reivindica más adelante. 30

El primer aspecto de la invención es un procedimiento in vitro para determinar en un perro el genotipo relacionado 
con la paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH). De acuerdo con la invención el procedimiento comprende 
determinar la presencia o ausencia de una variación genética en la secuencia génica SUV39H2 en una muestra 
biológica de dicho perro, en el que la presencia de dicha variación genética indica que dicho perro padece o 
padecerá dicho trastorno o que está en riesgo de transmitir dicho trastorno a su progenie, en el que dicha variación 35
genética comprende un reemplazo de A por C en la posición 501 en la SEC ID Nº:2 o en una secuencia al menos 80 
% idéntica a dicha secuencia o dicha variación genética es una variación de un gen que codifica el polipéptido de 
SEC ID Nº: 1 que comprende un reemplazo de asparagina por lisina en la posición 324.

El segundo aspecto de la invención es un polinucleótido. De acuerdo con la invención la secuencia de dicho 
polinucleótido se selecciona en el grupo que consiste en:40

a) una secuencia que tiene la SEC ID Nº: 2, en la que dicho polinucleótido comprende el reemplazo del 
nucleótido A por C en la posición 501 (c.972T>G; CanFam 3 ensamblaje g.CFA2:21,731,842A>C); y

b) una secuencia que es al menos 80% idéntica a la secuencia SEC ID Nº: 2, en la que dicho polinucleótido 
comprende el reemplazo del nucleótido A por C en la posición 501;

c) una secuencia que codifica el polipéptido que tiene la SEC ID Nº: 1 que comprende un reemplazo de 45
asparagina por lisina en la posición 324; y

d) una secuencia complementaria a cualquiera de las secuencias de los apartados (a) a (c).

El tercer aspecto de la invención es un uso de la variación genética en el gen SUV39H2 en un perro como un 
marcador para identificar a un perro que porta la mutación heterocigota u homocigota relacionada con la 
paraqueratosis nasal, en el que dicha variación genética comprende un reemplazo de A por C en la posición 501 en 50
la SEC ID Nº: 2 con en una secuencia que es al menos 80% idéntica a la secuencia SEC ID Nº: 2.
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El cuarto aspecto de la invención es un uso de un oligonucleótido que tiene la secuencia SEC ID Nº: 2 o una 
secuencia al menos 80% idéntica a la secuencia SEC ID Nº 2 en la que el nucleótido A en la posición 501 del 
oligonucleótido se ha reemplazado por C o dicho oligonucleótido que codifica el polipéptido de SEC ID Nº: 1 
comprende un reemplazo de asparagina por lisina en la posición 324 en el diagnóstico del genotipo relacionado con 
la PQNH.5

El quinto aspecto de la invención es un procedimiento in vitro para determinar la paraqueratosis nasal hereditaria 
(PQNH) en un perro. De acuerdo con la invención dicho procedimiento comprende determinar la presencia o la 
ausencia de la mutación N324K en un polipéptido que tiene la SEC ID Nº: 1 en una muestra biológica de dicho perro,
en la el que la presencia de dicha mutación indica que dicho perro padece o padecerá dicho trastorno o que está en 
riesgo de trasmitir dicho trastorno a su progenie.10

El sexto aspecto de la invención es un anticuerpo. De acuerdo con la invención dicho anticuerpo se caracteriza por 
reconocer específicamente a un epítopo que comprende la mutación N324K de SEC ID Nº: 1 de un perro.

Breve descripción de los dibujos

Figura 1. Análisis de asociación de todo el genoma (las coordenadas de la Figura se refieren al conjunto
CanFam 2.1 anterior y no son idénticas a las coordenadas de CanFam 3.1 en el texto). (A) Se identificó una sola 15
señal muy significativa en el cromosoma 2. (B) La señal de asociación se localizó en el primer tercio del 
cromosoma 2. (C) Las barras negras indican segmentos homocigotos en los 14 perros afectados. El mapeo de 
homocigosidad define un intervalo exacto para la localización de la mutación causante. (D) Contenido génico del 
intervalo crítico deducido de la anotación de genes humanos correspondiente.

Figura 2. Secuencia contexto de la mutación causante de la PQNH. (A) En la mitad superior, se muestra la 20
secuencia en la misma orientación que la del gen SUV39H2. (B) Este gen está en orientación negativa en el 
cromosoma 2. Por lo tanto, en la mitad inferior de la figura la secuencia flanqueante también se muestra en la 
orientación directa, que corresponde a las coordenadas del conjunto del genoma CanFam 3.

Figura 3. Presentación esquemática de la estrategia de resecuenciación de un Labrador Retriever afectado. Se 
preparó una biblioteca de un fragmento de 200 pb y se recogieron 3 carriles de secuencias de 2x100 pb en un 25
instrumento ilumina HiSec2000.; En total se recopiló 1 billón de lecturas o datos originales de 100 Gb 
correspondientes a una cobertura de genoma de 38,5. El diagrama de flujo muestra la estrategia de análisis de 
datos e ilustra cómo se usaron las lecturas de secuencias experimentales para determinar las variantes entre el 
genoma de Labrador Retriever afectado y el genoma de referencia del Bóxer.

Figura 4. Gráfico del gen SUV39H2 que muestra la secuenciación de "Control" (sano), "portador" y "afectado con30
PQNH"

Figura 5. Conservación de secuencia de la proteína SUV39H2. La figura muestra un alineamiento de 
aminoácidos en la región de la variante N324K crítica, que forma parte del dominio SET catalíticamente activo. 
La secuencia de las proteínas SUV39H2 ortólogas de todos los vertebrados es idéntica en la región del resto de 
N-324 (parte superior del alineamiento). Incluso metiltransferasas H3K9 parálogas distantemente relacionadas 35
comparten un resto de asparagina en esta posición (parte inferior del alineamiento). La alta conservación de la 
secuencia confirma la hipótesis de que una mutación de asparagina en la posición 324 afectará a la función de la 
proteína SUV39H2.

Figura 6. Muestra 27 genes humanos anotados localizados en la región correspondiente a 15 genes anotados
en el Labrador Retriever que se analiza en este estudio.40

Descripción detallada

La invención se basa en el sorprendente descubrimiento de que la variación genética en el gen SUV39H2 está 
relacionada con la paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH) en un perro. La presencia de dicha variación genética 
indica que dicho perro padece o padecerá dicho trastorno o que está en riesgo de trasmitir dicho trastorno a su 
progenie. La presente invención se refiere a un procedimiento in vitro de determinar el genotipo relacionado con la 45
paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH) en un perro. El perro es preferentemente un Labrador Retriever.

El gen SUV39H2 codifica una histona metilasa, que metila específicamente el resto de lisina 9 de histona 3 (H3K9 
metilasa). La trimetilación de H3K9 es una marca distintiva de heterocromatina transcripcionalmente silenciada. Las 
células pueden usar esta modificación epigenética para desactivar genes específicos, cuyos productos ya no se 
necesitan, por ejemplo, durante la diferenciación celular. Una ausencia de SUV39H2 funcionalmente activa puede 50
por tanto conducir a una diferenciación celular retardada. El fenotipo de PQNH implica queratinocitos 
híperproliferativos que evaden su diferenciación normal ya que se desplazan hacia arriba desde la membrana basal 
al estrato córneo de la epidermis. El gen SUV39H2 está muy conservado en los vertebrados.

Específicamente, dicha variación genética comprende un reemplazo del nucleótido A por C en la posición 501 de un 
gen que tiene una secuencia SEC ID Nº: 2 o una secuencia al menos 80%; preferentemente al menos 85%, más 55

E13167812
18-09-2015ES 2 547 832 T3

 



4

preferentemente a menos 90%, aún más preferentemente al menos 95 % y más preferentemente al menos 98% 
idéntica a dicha secuencia. Dicho gen que codifica el polipéptido que tiene la SEC ID Nº: 1 es el gen SUV39H2 o un 
gen respectivo y se muestra como SEC ID Nº: 2.

Como se usa en el presente contexto el término “identidad” se refiere a la identidad global entre dos secuencias 
comparadas entre sí desde el primer aminoácido codificado por el gen correspondiente hasta el último aminoácido. 5
La identidad de las secuencias de longitud completa se mide usando un programa de alineamiento global de 
Needleman-Wunsch. El experto en la técnica es consciente del hecho de que los resultados usando el algoritmo de 
Needleman-Wunsch son únicamente comparativos cuando se alinean dominios de la secuencia correspondientes.

La presencia de dicha variación genética en ambos alelos de dicho gen SUV39H2 indica que dicho perro padece o 
padecerá PQNH, véase la Tabla 1.10

La presencia de dicha variación genética en uno de los dos alelos de dicho gen SUV39H2 indica que dicho perro es 
un portador sano de PQNH.

La ausencia de dicha variación genética indica que dicho perro es un no portador sano de PQNH.

Antes de esta invención no había sido posible identificar portadores sanos (heterocigotos) antes de la reproducción; 
únicamente se habían reconocido perros que tenían la variación en ambos genes (ambos alelos del gen SUV39H2 o 15
genes respectivos) basándose en el fenotipo. Es importante evitar apareamientos accidentales de portadores sanos 
ya que la descendencia de dichos apareamientos conlleva un riesgo del 25% de estar afectado con PQNH. De 
acuerdo con la legislación del bienestar animal en muchos países se prohíbe la cría de animales si se espera que la 
descendencia padezca enfermedades hereditarias. La PQNH es una enfermedad hereditaria dentro de esta parte de 
la legislación del bienestar animal. Por lo tanto, los criadores están obligador por ley a impedir el apareamiento de 20
portadores de PQNH sanos.

Existen numerosas formas de determinar con precisión el genotipo SUV39H2:c.972T>G de un perro. La variación 
puede detectarse usando, por ejemplo, PCR, PCR en tiempo real, análisis del punto de fusión de ADN bicatenario, 
espectroscopia de masas, secuenciación directa de ADN, polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción 
(RFLP), polimorfismo de conformación de moléculas monocatenarias (SSCP), cromatografía líquida de alto 25
rendimiento (HPLC), extensión de cebador de una sola base u otros procedimientos relacionados. La información 
crítica es que esta variante realmente es la variante causante del fenotipo de PQNH y que hay una perfecta 
correlación del 100% del genotipo en esta variante con el fenotipo de PQNH (sin tener en cuenta ninguna otra 
mutación de PQNH teórica independiente).

El polinucleótido modificado se selecciona en el grupo que consiste en:30

a) una secuencia que tiene la SEC ID Nº: 2, en la que dicho polinucleótido comprende el reemplazo del 
nucleótido A por C en la posición 501; y

b) una secuencia que es al menos un 80%, preferentemente al menos 85%, más preferentemente al menos 90%,
aún más preferentemente al menos 95% y más preferentemente al menos 98% idéntica a la secuencia la SEC ID 
Nº: 2, en la que dicho polinucleótido comprende el reemplazo del nucleótido A por C en la posición 501; y35

c) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la SEC ID Nº: 1 que comprende un reemplazo de 
asparagina por lisina en la posición 324; y

d) una secuencia complementaria a cualquiera de las secuencias de los apartados (a) a (c).

En la presente invención puede usarse un par de cebadores, que comprende un primer y un segundo cebador y que 
es adecuado para detectar un genotipo relacionado con la paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH) en un perro.40
Cada cebador comprende un tramo contiguo de al menos 14 nucleótidos de una secuencia de SEC ID Nº: 2 o una 
secuencia complementaria a la misma, en la que:

a) dicho primer cebador se hibrida con una primera cadena de ADN del gen SUV39H2;

b) dicho segundo cebador se hibrida con la cadena complementaria con respecto a dicha primera cadena de 
ADN del gen SUV39H2; y45

c) los extremos 3’ dicho primer y segundo cebador se localizan en regiones que flanquean la posición 501 de la 
SEC ID Nº: 2, o las posiciones de nucleótidos complementarias a la misma.

El experto en la técnica puede adaptar un par adecuado a posibles variaciones ligeras dentro de las secuencias de 
otras razas diferentes a las del Labrador Retriever usadas como un ejemplo en este estudio. En realizaciones 
preferidas los cebadores comprenden al menos 16, preferentemente 18 y más preferentemente al menos 2050
nucleótidos.

Un par de cebadores adecuado tiene una secuencia 5’-CTCCTCAACTATGGACAAATCG-3’ (SEC ID Nº: 3) y una 
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5

secuencia 5’-TGCCACATCTTTCCATTCAG-3’ (SEC ID Nº: 4).

En la presente invención se incluye un uso de variación genética en el gen SUV39H2 en un perro, preferentemente
en un Labrador Retriever, como un marcador para identificar a un perro que porta la mutación heterocigota u 
homocigota relacionada con la paraqueratosis nasal.

También se incluye dentro del ámbito de la presente invención un uso de un oligonucleótido que tiene la SEC ID Nº: 5
2 o una secuencia al menos 80%, preferentemente al menos 85%, más preferentemente al menos 90%, aún más
preferentemente al menos 95% y más preferentemente al menos 98% idéntica a dicha secuencia en la que el 
nucleótido A en la posición 501 del oligonucleótido se ha reemplazado por C en el diagnóstico del genotipo 
relacionado con la PQNH. Típicamente el gen codificante es el gen SUV39H2 mostrado como SEC ID Nº: 2.

La paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH) en un perro, preferentemente en un Labrador Retriever, también puede 10
determinarse in vitro basándose en la presencia o en la ausencia de la mutación en un polipéptido EC 2.1.1.43 
típicamente codificado por el gen SUV39H2 (o respectivo) en una muestra biológica de dicho perro. La mutación 
específica a nivel del polipéptido es N324K. La presencia de dicho epítopo indica que dicho perro padece o padecerá 
dicho trastorno o que está en riesgo de trasmitir dicho trastorno a su progenie. Preferentemente el polipéptido se 
define por tener la secuencia de SEC ID Nº: 1.15

Un experto en la técnica es consciente de que la detección de la mutación no está limitada a ningún procedimiento 
particular. Éste puede basarse, por ejemplo, en espectroscopia de masas, definiendo la secuencia polipeptídica o la 
detección usando anticuerpos. El anticuerpo debe reconocer específicamente el epítopo. Son ejemplos de dichos 
anticuerpos los anticuerpos monoclonales suscitados contra un fragmento que comprende dicho epítopo o 
cualquiera de los anticuerpos purificados. 20

La invención se ilustra mediante los siguientes ejemplos no limitantes. Sin embargo, debe entenderse que las 
realizaciones proporcionadas en la descripción anterior y en los ejemplos son únicamente con fines ilustrativos, y 
que son posibles diversos cambios y modificaciones dentro del ámbito de la presente invención. 

Ejemplos

Ejemplo 1. Identificación de la mutación causante25

Se realizó un estudio de asociación de todo el genoma usando 13 Labradores Retriever afectados de PQNH y 23
Labradores Retriever no afectados. Se realizó el genotipado de estos perros en 174.376 polimorfismos 
mononucleotídicos (SNP) homogéneamente distribuidos a lo largo del genoma. El análisis de los datos del
genotipado del estudio de asociación de todo el genoma por plink (http://pn-gu.mgh.harvard.edu/-purcell/plink/) indicó 
diferencias significativas entre los casos y los controles en el cromosoma 2 (Figura 2). Después se analizaron30
adicionalmente los perros afectados y se descubrió que los 13 perros afectados compartían un segmento 
homocigoto idéntico en cromosoma 2 que se extendía de 20.818.259 a 22.414.949 (conjunto CanFam 3.1). Esto 
indica que todos los afectados con PQNH son probablemente consanguíneos con respecto a un solo animal 
fundador, que trasmitió el alelo mutante y lo propagó en la población. Estos resultados indican adicionalmente que la 
mutación causante de la PQNH debe localizarse en el intervalo de ~1,6 Mb indicado anteriormente. Esta región por 35
el momento contiene únicamente 15 genes anotados (NCBI MapViewer, construcción 3.1 del genoma de perro) 
mostrado en la Fig. 2 mientras que la región humana sinténica correspondiente contiene 27 genes anotados 
mostrados en la Fig. 6.

Se secuenció todo el genoma de un Labrador Retriever afectado de PQNH en un instrumento ilumina HiSEC2000 a 
una cobertura de 38x. Se comparó la secuencia obtenida con el genoma de referencia del Boxer y se identificaron 40
~2.000 variantes de secuencia en el intervalo crítico de ~1,6 Mb en el cromosoma 2 entre el Labrador Retriever 
afectado de PQNH y la secuencia de referencia del Boxer. El procedimiento y los algoritmos usados se ilustran
esquemáticamente en la Fig 3. La comparación dio como resultado la identificación de 1.357 SNP y 621 indeles
(inserción o deleción de bases). Entre estos hubo un total de cuatro variantes no sinónimas previstas (Tabla 1). Una 
de éstas fue un artefacto debido a un error en la secuencia de referencia del Boxer. Las otras tres variantes no 45
sinónimas se ensayaron con respecto a la asociación con el fenotipo de PQNH en otros perros (Tabla 1).
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Tabla 1: Asociación de tres variantes no sinónimas con el fenotipo de PQNH

Genotipo Casos LA
Portador obligado 

LA

Controles no 
relacionados con 

LA
Diversas razas

ITGA8 c.363A>G
A/A 0 0 1 2
A/G 0 1 2 2
G/G 15 3 5 10

RPP38 c.381A>G
A/A 0 0 218 40
A/G 0 4 57 21
G/G 16 0 0 16

SUV39H2 
c.972T>G

T/T 0 0 297 139
T/G 0 4 43 0
G/G 20 0 0 0

NMT2 c 254deIC Error en la secuencia de referencia

Para una de estas variantes (ITGA8:c.363A>G), los tres genotipos se observaron en Labradores Retriever no 
relacionados sin problemas nasales. Por tanto esta variante puede excluirse como causante de PQNH. La segunda 
variante no sinónima (RPP38:c.381A>G) mostró una perfecta asociación con la PQNH en una gran cohorte de5
Labradores Retriever. Sin embargo, también se encontró el alelo mutante en muchos perros de otras razas y 
también se encontraron perros de otras razas que eran homocigotos para el alelo mutante. Dado que se supone que 
la PQNH es una enfermedad específica de la raza del Labrador Retriever, se considera muy improbable que esta 
variante sea la causante de la PQNH. Finalmente, la tercera de estas tres variantes no sinónimas, la 
SUV39H2:c.972T>G, está perfectamente asociada con la PQNH en una gran cohorte de más 300 Labradores10
Retriever. También se ensayaron 139 perros sanos sin PQNH de otras razas y se encontró solo el alelo de tipo 
silvestre en esta variante. Por tanto, la variante SUV39H2:c.972T>G parece que se produce exclusivamente en la 
raza de Labrador Retriever, lo que indica que esta variante debe haberse generado después de la separación de las
nuevas razas de perros. Esta distribución alélica corresponde al escenario de un evento de mutación relativamente 
precoz en un animal Labrador fundador, que conduce a la propagación de la PQNH en esta raza. Por lo tanto, los 15
datos genéticos sugieren firmemente que la variante SUV39H2:c.972T>G es realmente es la mutación causante.

A nivel de proteína se espera que la variante SUV39H2:c.972T>G conduzca a un intercambio de asparagina por 
lisina en la posición 324 (p.N324K). Este intercambio de aminoácidos afecta a una posición evolutiva altamente 
conservada del dominio denominado SET catalíticamente activo de la proteína SUV39H2. Herramientas in silico 
tales como Sift y Polyphen predicen contundentemente un efecto funcionalmente perjudicial de esta variante.20

En resumen, la variante SUV39H2:c.972T>G conduce a una pérdida de función de SUV39H2. Se espera que una 
pérdida de función de SUV39H2 conduzca a cambios en el silenciamiento epigenético de la cromatina y por tanto a 
defectos de diferenciación celular. Por tanto, desde un punto de vista funcional es factible que la variante 
SUV39H2:c.972T>G ocasiones realmente la PQNH.

Listado de secuencias:25

SEC ID Nº: 1 proteína de tipo silvestre codificada por SUV39H2 

SEC ID Nº: 2 ADN de SUV39H2 genómico de tipo silvestre

SEC ID Nº: 3 y 4; cebadores

SEC ID Nº: 5 proteína mutada codificada por SUV39H2 

SEC ID Nº: 6 ADN de SUV39H2 genómico mutado30

Aplicación de estos descubrimientos

El conocimiento adquirido puede ahora usarse para determinar el genotipo de PQNH de un perro. Esto se ilustra en 
la Tabla 2.
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Tabla 2: Interpretación de genotipos SUV39H2:c.972T>G

Genotipo SUV39H2 c.972T>G Genotipo de PQNH

T/T libre = homocigoto de tipo silvestre

T/G portador = heterocigoto

G/G afectado = mutante homocigoto

Proceso técnico de determinación del genotipo SUV39H2:c.972T>G

En el laboratorio de los autores de la invención, un fragmento que contenía el exón 4 y alguna de las secuencias 
flanqueantes del gen SUV39H2 se amplificó por PCR usando un cebador directo 5’-5
CTCCTCAACTATGGACAAATCG-3’ y un cebador inverso 5’-TGCCACATCTTTCCAT-TCAG-3’. Posteriormente se 
secuenció el producto resultante de �615 pb usando tecnología de secuenciación de Sanger para determinar el 
genotipo en la variante SUV39H2:c.972T>G. En la Figura 2 se representan los detalles de la secuencia flanqueante.

Referencias:

Pág N, Paradis M, Lapointe JM, Dunstan RW: Paraqueratosis nasal hereditariain Labrador Retrievers.; Vet 10
Dermatol. Abr 2003; 14(2):103-110.

Peters J, Scott DW, Erb HN, Miller WH. : Hereditary nasal parakeratosis in Labrador retrievers: 11 new cases and 
a retrospective study on the presence of accumulations of serum (’serum lakes’) in the epidermis of parakeratotic 
dermatoses and inflamed nasal plane of dogs., Vet Dermatol. Agosto 2003; 14(4):197-203.

PLINK (1.07), http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/15

Purcell S, Neale B, Todd-Brown K, Thomas L, Ferreira MAR, Bender D, Maller J, Sklar P, de Bakker PIW, Daly 
MJ & Sham PC (2007) PLINK: a toolset for whole-genome association and population-based linkage analysis. 
American Journal of Human Genetics, 81.

LISTADO DE SECUENCIAS

20
<110> UNIVERSITY OF BERN

<120> Procedimiento para determinar el genotipo relacionado con la paraqueratosis nasal hereditaria 
(PQNH) y ácidos nucleicos utilizables en dicho procedimiento.

25
<130> BP206005

<160> 6

<170> PatentIn versión 3.530

<210> 1
<211> 410
<212> PRT
<213> Canis lupus familiaris35

400> 1
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<210> 2
<211> 1001
<212> ADN5
<213> Canis lupus familiaris

E13167812
18-09-2015ES 2 547 832 T3

 



10

400> 2

5
<210> 3
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> cebador

400> 3
ctcctcaact atggacaaat cg 2215

<210> 4
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> cebador

400> 425
tgccacatct ttccattcag 20

<210> 5
<211> 410
<212> PRT30
<213> Canis lupus familiaris

400> 5
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<210> 6
<211> 1001
<212> ADN5
<213> Canis lupus familiaris

400> 6
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para determinar el genotipo relacionado con la paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH) 
en un perro que comprende la determinación de la presencia o ausencia de una variación genética en la secuencia 
génica SUV39H2 en una muestra biológica de dicho perro, en el que la presencia de dicha variación genética indica 5
que dicho perro padece o padecerá dicho trastorno o está en riesgo de trasmitir dicho trastorno a su progenie, en el 
que dicha variación genética comprende un reemplazo de A por C en la posición 501 en la SEC ID Nº:2 o en una 
secuencia al menos 80 % idéntica a dicha secuencia o dicha variación genética es una variación de un gen que 
codifica el polipéptido de SEC ID Nº: 1 que comprende un reemplazo de asparagina por lisina en la posición 324.

10
2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicho perro es un Labrador Retriever.

3. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que 

- la presencia de dicha variación genética en ambos alelos de dicho gen SUV39H2 indica que dicho perro padece 15
o padecerá PQNH; y
- la presencia de dicha variación genética en uno de dos alelos de dicho gen SUV39H2 indica que dicho perro es 
un portador sano de PQNH;
- la ausencia de dicha variación genética indica que dicho perro es un no portador sano de PQNH.

20
4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la variación se detecta, por 
ejemplo, por PCR, PCR en tiempo real, análisis del punto de fusión de ADN bicatenario, espectroscopia de masas, 
secuenciación directa de ADN, polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP), polimorfismo de 
conformación de moléculas monocatenarias (SSCP), cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC), extensión de 
cebador de una sola base, u otros procedimientos relacionados.25

5. Un polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia que tiene la SEC ID Nº: 2, comprendiendo dicho polinucleótido un reemplazo del nucleótido A 
por C en la posición 501; y30
b) una secuencia que es al menos 80% idéntica a la secuencia SEC ID Nº: 2, comprendiendo dicho 
polinucleótido un reemplazo del nucleótido A por C en la posición 501; y
c) una secuencia que codifica el polipéptido que tiene la SEC ID Nº: 1, comprendiendo un reemplazo de 
asparagina por lisina en la posición 324; y
d) una secuencia complementaria a cualquiera de las secuencias de los puntos (a) a (c).35

6. El uso de variación genética en el gen SUV39H2 en un perro como un marcador para la identificación de un perro 
que porta una mutación heterocigota u homocigota relacionada con la paraqueratosis nasal, en el que dicha 
variación genética comprende un reemplazo de A por C en la posición 501 en la SEC ID Nº: 2 o en una secuencia 
que es al menos 80% idéntica a la secuencia SEC ID Nº: 2.40

7. El uso de un oligonucleótido que tiene la secuencia SEC ID Nº: 2 o una secuencia que es al menos 80% idéntica a 
dicha secuencia, en el que el nucleótido A en la posición 501 del oligonucleótido ha sido reemplazado por C, o
dicho oligonucleótido que codifica el polipéptido de SEC ID Nº: 1 comprende un reemplazo de asparagina por lisina 
en la posición 324 para el diagnóstico del genotipo relacionado con la PQNH.45

8. Un procedimiento in vitro de determinación de la paraqueratosis nasal hereditaria (PQNH) en un perro, que 
comprende la determinación de la presencia o ausencia de una mutación N324K en un polipéptido que tiene la SEC 
ID Nº: 1 en una muestra biológica de dicho perro, en el que la presencia de la mutación indica que dicho perro 
padece o padecerá dicho trastorno o que está en riesgo de trasmitir dicho trastorno a su progenie.50

9. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 8, en el que la mutación es reconocida por un anticuerpo que 
se une específicamente a un epítopo portador de la mutación N324K.

10. Un anticuerpo que reconoce específicamente un epítopo que comprende la mutación N324K en la SEC ID Nº: 1 55
de un perro.
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