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DESCRIPCION
Prueba genética para la predisposicion genética a la hemofilia A en bichones habaneros

La invencion se refiere a una prueba genética para la predisposicion genética a la hemofilia A en bichones
habaneros, determinando el genotipo del gen del factor VIII canino.

Introduccién

La hemofilia A es un trastorno hemorragico genético producido por una deficiencia del factor de coagulacién Vi
(FVIII) y se caracteriza por causar hemorragias espontaneas (en particular, en las articulaciones) y un sangrado en
exceso tras un golpe o cirugia. La hemofilia A canina representa una coagulopatia hereditaria que se produce de
manera natural y que presenta un intervalo en la gravedad de los signos clinicos y de la actividad de coagulacion en
diferentes tipos de raza. Se ha detectado en muchas razas (Antonarakis, 1995).

El gen humano se localiza en el cromosoma X (Xq28) y el gen abarca 186 kb a través de 26 exones, codificando un
ARNmM de ~9 kb. Mas del 40 % de todos los casos de hemofilia A grave en los humanos son producidos por
reordenamientos genéticos importantes de la secuencia del ADN que involucra el gen FVIII. Ademas, se han descrito
la delecion, insercion y varios cientos de sustituciones de Unica base/mutaciones puntuales de secuencias de las
que, aproximadamente 100, derivan en la creacién de codones de terminacion o terminaciones preliminares de la
cadena peptidica (Oldenburg and EI-Maarri, 2006; http://europium.csc.mrc.ac.uk/\WWebPages/Main/main.htm;
http://hadb.org.uk/WebPages/Main/main.htm).

El gen FVIII canino es un gen altamente conservado que codifica ARNm de ~7 kb (Cameron y col., 1998). Hasta
ahora, se han descrito muy pocas mutaciones causantes en el gen FVIIlI canino, entre otras, hay un ARNm
empalmado anémalo que termina con un elemento secuencial novedoso, lo que muestra una similitud sorprendente
con la inversion del intron 22 hallada en aproximadamente el 45 % de los pacientes gravemente afectados por la
hemofilia A humana (Hough y col., 2002). Otra mutacion se hallé en la colonia Chapel Hill de perros deficitarios en
FVIII. El transcrito de FVIII muestra una secuencia atipica que sigue los exones 1-22 en lugar de los exones 23-26,
que lleva al primer codon de terminacion después de 22 aminoacidos tras la Met 2116 del FVIII canino (Lozier y col.,
2002). En experimentos recientes, se detectd una mutacion puntual en el gen FVIIl en un perro que padecia una
deficiencia del FVIII grave (Mischke y col., sin publicar). El objeto del presente estudio era definir el acervo genético
de la hemofilia A leve en bichones habaneros.

Sin ningun acervo genético, es dificil, especialmente, el diagnéstico de portadoras hembra del alelo defectuoso. A
parte de los anadlisis en la misma camada, se basa principalmente en mediciones del factor. Se describe que, en
condiciones menos Optimas (por ejemplo, envio de la muestra al laboratorio, prueba calibrada de manera menos
optima), la deteccion del portador basada en mediciones de la actividad del factor VIII suele ser poco fiable. El
ensayo desarrollado especifico para la mutacién detectada es, por lo tanto, una herramienta valiosa para la
deteccion fiable de portadores, que es esencial para llevar a cabo programas eficaces de higiene reproductiva.

La presente invencion tiene como objeto proporcionar una prueba genética para un procedimiento de analisis de un
genotipo de un bichén habanero al que se le atribuye hemofilia A.

Este objeto se consigue por las invenciones segun se reivindican en las reivindicaciones independientes. Las
realizaciones ventajosas se describen en las reivindicaciones dependientes.

El problema se resuelve proporcionando un gen del factor VIII canino de un bichén habanero, que comprende un
inserto SINE. Los SINE (elementos cortos intercalados) son secuencias de ADN cortas de entre 50 y 500 pares de
bases, que se insertan en genes sobre varias ubicaciones. Estas secuencias se obtienen normalmente del ARNt.

Se ha hallado que un inserto en el gen del factor VIII canino deriva en una reduccion fuerte de la actividad del factor
y podria atribuirse a la hemofilia A del perro. A menudo, el inserto deriva en una truncamiento de la proteina debido a
los codones de terminacion presentes en el inserto.

El gen del factor VIl canino de los bichones habaneros es un gen del que se muestra la secuencia no modificada en
la SEQ ID NO 1. El gen del factor VIl canino (no modificado) segun la invencién es una secuencia que muestra al
menos un 97 %, 98 %, 99 % o 99,99 % de homologia de secuencias con la SEQ ID NO 1. En una realizacion
preferida, el gen del factor VIII canino no modificado tiene la secuencia de la SEQ ID NO 1.

La "homologia de secuencias" es una propiedad de las secuencias de nucleétidos que tienen un porcentaje de
nucledtidos idéntico en posiciones correspondientes, que es mayor que en las alineaciones puramente aleatorias.
Dos secuencias se consideran homoélogas cuando muestran entre ellas un minimo de homologia (o de identidad de
secuencias) definida como el porcentaje de nucleétidos idénticos hallado en cada posicién, en comparacion con el
total de nucledtidos, después de que las secuencias se hayan alineado 6ptimamente teniendo en cuenta las
adiciones o deleciones (como huecos) en una de las dos secuencias que se comparan.

En una realizacion preferida de la invencion, el inserto comprende una secuencia que tiene al menos el 97 %, 98 %,
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99 % 0 99,99 % de homologia de secuencias con una de las SEQ ID NO 2 a 4. En una realizacién mas preferida de
la invencion, el inserto comprende una secuencia segin una de las SEQ ID NO 2 a 4.

En otra realizacion preferida de la invencion, el inserto esta localizado en el exdn 14 del gen del factor VIII canino. Se
localiza empezando desde la posicion 2095 a 5562 del gen del factor VIII canino segun la SEQ ID NO 1.

En una realizacion mas preferida de la invencion, el inserto esta localizado tras la posicion 580 del exén 14 del gen
del factor VIII canino o de la posicion 2675 de la SEQ ID NO 1.

El gen del factor VIII canino comprende una secuencia que tiene al menos un 97 %, 98 %, 99 % o 99,99 % de
homologia de secuencias con la SEQ ID NO 5. En una realizacion mas preferida de la invencion, el gen del factor
VIIl canino comprende una secuencia segun la SEQ ID NO 5. Esta secuencia muestra una parte de la secuencia del
exon 14, en la que el inserto SINE esta localizado en el interior del exén. Esta secuencia es la misma secuencia que
la que se muestra en la figura 3B.

Por lo tanto, la invencion se refiere a un procedimiento para analizar, mediante una prueba genética que determina
el genotipo de un bichén habanero al que se le atribuye hemofilia A, identificando al menos un inserto en el gen del
factor VIII canino del genoma de un bichén habanero, en el que el inserto es un inserto SINE.

En una realizaciéon preferida, el inserto comprende una secuencia que tiene al menos un 97 %, 98 %, 99 % o
99,99 % de homologia de secuencias con una de las SEQ ID NO 2 a 4. En una realizacién mas preferida de la
invencion, el inserto comprende una secuencia segun una de las SEQ ID NO 2 a 4.

En una realizacion preferida, la prueba genética identifica el inserto en el interior del exén 14 del gen del factor VIII
canino, preferentemente en la posicion 580 del exén 14, o en la posicion 2675 de la SEQ ID NO 1.

El gen del factor VIl se analiza para una secuencia que tiene al menos un 97 %, 98 %, 99 % o 99,99 % de
homologia de secuencias con la SEQ ID NO 5. En una realizacion mas preferida de la invencion, el gen del factor
VIl canino se analiza para una secuencia segun la SEQ ID NO 5.

El gen del factor VIII canino no modificado utilizado en esta prueba tiene preferentemente una secuencia que
muestra al menos un 97 %, 98 %, 99 % o 99,99 % de homologia de secuencias con la SEQ ID NO 1. En una
realizacion preferida, el gen del factor VIl canino no modificado tiene la secuencia de la SEQ ID NO 1.

El experto en la materia conoce los procedimientos para detectar un inserto en un genoma. Entre los posibles
procedimientos se encuentra la secuenciacion de la region del genoma en la que se localiza la mutacion con
cebadores especificos, y después la comparacion de la secuencia con la secuencia del tipo silvestre o comparando
el tamario del producto de la PCR obtenido. La secuenciacion puede realizarse directamente con el ADN, ARNm o
ADNc gendmico, incluyendo también la amplificacion de la region seleccionada y después la secuenciacion de la
secuencia amplificada.

Otros procedimientos posibles comprenden la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP), espectrometria de masas (MALDI-TOF), SSCP, DGGE, pirosecuenciacion,
DHPLC, hibridacién especifica de alelo, balizas moleculares, micromatrices, endonucleasa flap (FEN), PCR a tiempo
real (RT-PCR), PCR cuantitativa (QPCR), PCR especifica de alelo o ensayo Tagman.

Por ejemplo, la PCR puede utilizarse para la amplificacion de la regién del inserto, preferentemente la regién de la
SEQ ID NO 1, que contiene al menos un inserto, tal y como se ha descrito anteriormente.

La PCR puede basarse en el ADN, o el ADN, ARNm o ADNc gendmicos del gen del factor VIII canino. Esto puede
requerir otras etapas, como por ejemplo, la transcripcion del ARNm de la muestra al ADNc, para después cuantificar
la cantidad de ADNc que comprende el inserto en relacién con otros genes constitutivos y/o con el gen del factor VI
canino.

Puede ser suficiente elegir pares de cebadores que consistan en un cebador que se una al gen del factor VIII canino
regular y en un cebador que se una al inserto.

Mediante este andlisis es posible identificar a los perros no afectados, a los perros afectados y a los perros
portadores. Estos son perros que son heterocigéticos con respecto a la mutacion.

Otra realizacion de la invencion es un procedimiento in vitro para la determinacion de la predisposicion genética a la
hemofilia A de un bichén habanero, mediante el uso de un gen del factor VIl canino con al menos un inserto, tal y
como ha descrito anteriormente.

En otra realizacién de la invencién, este procedimiento puede utilizarse para la seleccién de un bichén habanero
para que crie.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit para la detecciéon de la predisposicion de un bichén habanero a la
hemofilia A, que comprende medios para detectar un inserto SINE en el gen del factor VIl canino.
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El kit comprende medios para realizar una reaccion PCR para la deteccién del inserto en el factor VIII canino,
preferentemente cebadores, polimerasas y tintes fluorescentes o sondas, por ejemplo, para un ensayo Tagman.
Puede comprender ademas multiples conjuntos para la reaccion PCR para una cuantificacion relativa. La cantidad
total de ADNc puede determinarse, por ejemplo, a partir de la medicion de los genes constitutivos caninos como la
beta-actina y/o la GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).

El kit comprende un par de cebadores para el inserto, de los que al menos un cebador se une al inserto, un par de
cebadores selectivos para el FVIIl y al menos un par de cebadores para un gen constitutivo.

Los ejemplos de los pares de cebadores correspondientes se proporcionan en las SEQ ID NO 6 a 13. Las SEQ ID
NO 6y 7 son cebadores especificos del FVIII. Las SEQ ID NO 8 y 9 son cebadores para la secuencia exonica 5'y el
inserto SINE. Las SEQ ID NO 10 y 11 son para la beta-actina y las SEQ ID NO 12 y 13 son para la GADPH.

En una realizacion preferida, el inserto SINE que ha de detectarse es un inserto SINE, tal y como se ha descrito
anteriormente para el gen del factor VIII canino con respecto a su secuencia y ubicacion en el gen del factor VI
canino.

Aunque no se esbocen multiples reivindicaciones referenciadas, han de desvelarse todas las combinaciones
razonables de las caracteristicas en las reivindicaciones.

Tabla 1 Analisis secuencial del ADN del FVIII canino para el inserto en el exén 14 en bichones habaneros con
diferentes estados de la hemofilia A (N = normal, C = portador, A = afectado)

Figura 1 Estructura del gen del factor VIII canino. Se indican 26 exones con barras verticales;

Figura 2 Amplificacién de la PCR del ADN gendmico de un perro hemofilico (fila 1), un perro portador (fila 2) y

un perro sano (fila 3). El marcador de tamafio de la fila 4 es una escalera de 100 pb;

Figura 3A Localizacion de la insercion del SINE en el exon 14.

Figura 3B Secuencia del inserto SINE. La secuencia de nucleotidos del SINE esta representada en grandes
letras en negro. Las letras pequefias en negro corresponden a la secuencia del exdn 14 del factor VIII.
Los sitios de duplicacion directa de 16 pb en el sitio de insercion y al final del inserto estan
subrayados. La secuencia de aminoacidos prevista se muestra debajo de los datos de la secuencia de
acidos nucleicos. Los codones de terminacién estan representados con barras oblicuas.

Figure 3C Comparacion de la insercion de SINE hallada (linea inferior) con CanB (linea superior; Vassetzky
2002).

Figure 4 Nivel de expresion del ARNm del FVIIl en perros sanos y afectados, medido mediante RT-PCR
cuantitativa. Los niveles de expresion del ARNm del FVIII (normales o con un inserto SINE en los
perros afectados) se estimaron en relacion con dos genes constitutivos caninos (B-actina y GAPDH).
La barra blanca representa el ARNm para el gen del FVIIl sin inserto. La barra negra muestra los
resultados para el mismo ARNm sin el inserto SINE.

Figura 5 Disponibilidad del molde para el factor VIl tal y como se proporciona por Swissmodell: las barras
inferiores destacan los moldes disponibles para el modelado por homologia._Estas areas también son
las Unicas dos partes en la secuencia de proteinas con una actividad de la proteasa prevista, como
mostraron otros analisis de la secuencia en el area media con SwissModell y LOMETS.

Figura 6 Predicciones del sitio activo para el factor VIl mutado. Aqui se muestran dos vistas diferentes (A y B)
en el extremo N de la proteina del FVIII, tal y como modelé SwissModell, pues solamente esta parte
sigue expresada cuando esta presente el inserto SINE. Las areas de superficie accesibles de los
bolsillos de unién de la actividad de la proteasa prevista para los sustratos (por 3D2Go) se muestran
en color gris oscuro y gris claro. Los circulos indican el sitio activo del bolsillo de unién en ambas
vistas. La cadena principal y la estructura secundaria se proporcionan en forma de lazo.

Descripcion detallada de la invenciéon

Materiales y procedimientos
2.1. Diseno del estudio

El estudio incluyd 2 perros macho afectados fenotipicamente, 3 portadores sospechosos y 29 bichones habaneros
sanos. De todos los perros que padecian hemofilia A conocida o que se sospechaba de ello, se midié la actividad del
factor VIl para verificar el estado de la hemofilia A. El ADN de todos estos perros se aisl6 de la sangre con EDTA 'y
la regién de codificacion del factor VIl canino se amplificéd y secuencid. La secuencia de ADN obtenida se comparo
con el ADN del factor VIII canino de tipo silvestre (nUmero de ingreso en el banco de genes: AF016234). Para
demostrar la relevancia funcional del inserto detectado, la expresion del alelo defectuoso se investigd mediante
estudios del ARNm y la secuencia del inserto se analizé por sus consecuencias en la traduccion.

Para investigar si la mutacion es unicamente un inserto SINE habitual no relacionado con la hemofilia A, la deteccion
de la mutacion del SINE se realizé en muestras de ADN de 18 bichones habaneros que no tenian un estado definido
de la hemofilia A, y en muestras de otras cuatro razas de perro (Doberman Pinscher: n = 20; Pointer aleman de pelo
duro: n = 25; Labrador: n = 25, Bichon maltés: n = 5).
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2.2. Animales y material de muestra

Los bichones habaneros con un estado conocido de la hemofilia A se presentaron como pacientes o para el
diagndstico de la hemofilia en la clinica Small Animal Clinic, de la University of Veterinary Medicine Hannover
(Escuela Superior de Veterinaria de Hannover). Los dos bichones habaneros macho afectados fenotipicamente
presentaron todos una historia hemorragica leve conocida y actividades del factor VIl moderadamente reducidas de
aproximadamente un 10 % (tabla 1). Los signos clinicos incluyeron principalmente hemorragia grave tras cirugias y
heridas menores, y ocasionalmente, hemorragia espontanea. Entre las dos hembras con un estado portador
sospechoso debido a una actividad del factor VIl reducida (48-69 %), se confirmé su estado por perros de la misma
camada afectados. Se encontré actividad del factor VIII en 29 bichones habaneros sanos dentro del intervalo de
referencia, y no hubo rastro de hemorragia en exceso en su historia.

2.3. Recogida de muestras de sangre

La sangre citratada para la medicion de la actividad del factor VIII se obtuvo de una vena cefalica o safena utilizando
agujas desechables estériles (1,1 x 30 mm) y se utilizé una ligera presion para elevar la vena. La sangre citratada se
recogio en tubos de plastico que contenian una parte (1 ml) 0,11 mol/l de solucién de citrato de sodio y nueve partes
(9 ml) de sangre, e inmediatamente se mezclé balanceandola cuidadosamente. El plasma citratado pobre en
plaquetas para las mediciones del factor VIII se obtuvo mediante centrifugacion, dos veces, durante 10 minutos, a
2000 x g. Después, se recogio el sobrenadante final y se almacend en partes alicuotas a -70 °C. Asi mismo, se
recogieron 5 ml de sangre con EDTA para las pruebas genéticas.

2.4. Mediciones de la actividad del factor VIii

Se midieron automaticamente las actividades del factor VIII de coagulacion utilizando pruebas coagulométricas
basadas en plasma deficiente humano comercial en un analizador de coagulacion AMAX Destiny (procedimiento de
coagulémetro de bola; Trinity Biotech). Se incub6é una mezcla de 20 yl de plasma citratado diluido (1:40 diluido con
tampon de imidazol, Siemens Healthcare Diagnostics), 20 yl de plasma deficiente del factor VIII (Siemens
Healthcare Diagnostics), 20 ul de reactivo de activacion (reactivo PTT, Diagnostica Stago) y exactamente 3 minutos
después, se afiadieron 20 pl de una solucion de CaCl, a 25 mmol/L (Diagnostica Stago) como reactivo de inicio. Se
prepard una curva de calibraciéon con diferentes diluciones de un plasma canino combinado que correspondian al
200, 150, 125, 100, 75, 50, 25, 10, 5y 1 % (% en volumen). El plasma canino combinado se prepar6 mezclando
partes alicuotas de plasma citratado de manera idéntica de 100 perros clinicamente sanos con un perfil bioquimico y
hematoldgico normal, y su actividad del factor VIl se definié como 100 %. Todos los resultados son valores medios
de mediciones realizadas dos veces. El intervalo de referencia de esta prueba es de 75-140 %.

2.5. Aislamiento del ADN

El ADN gendmico se extrajo de 200 ul de sangre total con EDTA utilizando un kit disponible en el mercado,
denominado "Kit sanguineo de ADN Biosprint 15" (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.6. Aislamiento del ARNm y sintesis del ADNc

Se extrajo ARN total de 200 pl de sangre total con EDTA utilizando un mini kit, denominado "Mini kit sanguineo de
ARN QIAamp" (Qiagen), incluyendo la digestién de la desoxirribonucleasa con un "Kit desoxirribonucleasa sin
ribonucleasa" (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, las muestras de ARN se
transcribieron a ADNc utilizando el "Kit de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad" (Applied Biosystems).

2.7. Amplificaciéon del ADN

La secuencia del ADNc del factor VIII canino se utilizé para buscar en la base de datos de genomas de perro de la
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/dog) y se determinaron los 26 exones del gen del factor VIl
canino. Se utilizaron 40 pares de cebadores de oligonucleétidos (secuencias y condiciones de la PCR disponibles
por encargo) para amplificar la regién de codificacion y los limites exdn-intron del gen del factor VIII canino utilizando
el ADN gendmico de los perros. Las secuencias diana se amplificaron en mezclas de reaccion de 50 ul bajo
condiciones de reaccién normales, que contenian aproximadamente 50 ng de ADN genomico y 0,2 ymol L' de cada
cebador. La figura 1 muestra los diferentes exones del gen.

2.8. Secuenciacion del ADN

Los productos de la PCR se purificaron antes de la secuenciacién utilizando el "Kit de purificacién por PCR con
elucion minima" (Qiagen). La secuenciacion se realizd6 mediante secuenciacion en ciclo utilizando terminadores
DyeDeoxy (Applied Biosystems) en un secuenciador automatico ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
La comparacion de las secuencias se realizé con diferentes grupos de bichones habaneros con un estado definido
de la hemofilia A, utilizando la alineacion BLAD ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) y BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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2.9. Analisis del patréon del ARNm del exén 14

Para determinar el efecto del inserto en la transcripcion del exén 14, se analizé el patrén de ARNm del exén 14 de
perros hemofilicos, perros portadores sospechosos y perros sanos. La secuencia diana se amplificd en mezclas de
reaccion de 50 pl bajo condiciones de reaccion normales que contenian ADNc y 0,2 ymol L-1 de cada cebador
flanqueante a la region del inserto. Los productos de la PCR se analizaron con electroforesis en gel y se
secuenciaron.

2.10. Analisis del inserto

La secuencia del inserto se detectd para los codones de terminacion y el cambio del marco de lectura. Por otro lado,
se investigaron las homologias con insertos conocidos, tales como Alu.

2.11. Analisis cuantitativo de los niveles de expresion del ARNm

La RT-PCR (QPCR) cuantitativa en tiempo real se utiliz para estimar los niveles de expresién de los genes relativos
al FVIIl en diferentes animales (Klein 2002). Los cebadores especificos del FVIII se disefiaron para el exén 14 del
gen (directo: CAACATGATGGTATGGAAGCTTATG (SEQ ID NO 6), inverso: CAAAGCTAACTACGTCCATGTCAGA
(SEQ ID NO 7)). Adicionalmente, se desarrollé6 un segundo ensayo QPCR para la cuantificacion del ARNm que
contenia el inserto, en el que se emplea un cebador inverso que se dirige a la insercién del SINE, asi como un
cebador directo que se une a la secuencia exonica 5' (directo: GAGAATTTACTCCTGAGCCAGAACT (SEQ ID NO
8), inverso: CCAGGGATCCCGAACTAGAAAT (SEQ ID NO 9)). La eficacia de la reaccion de ambos ensayos se
determind tal y como se ha descrito anteriormente (Klein y col., 1999). El analisis QPCR se realiz6 en un sistema de
PCR a tiempo real 7500, utilizando el aparato Power SYBR Green Master Mix (ambos de Applied Biosystems). Las
mezclas de reaccion de la QPCR de 20 pl incluian 300 nM de cada cebador y 2 yl de molde de ADNc. El perfil de
PCR comenz6 con una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 minutos, seguida de 40 ciclos que consistian en
95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto, seguidos de un aumento continuo de la temperatura desde
60 °C hasta 95 °C para el analisis de la curva de fusién. Las cantidades totales de ADNc de las muestras se
cuantificaron mediante la amplificacion de la QPCR de dos genes constitutivos caninos (Jais y col., 2011): beta-
actina (directo: TCGCTGACAGGATGCAGAAG (SEQ ID NO 10), inverso: GTGGACAGTGAGGCCAGGAT (SEQ ID
NO 11)) y GAPDH (directo: TCCACCCACGGCAAATTC (SEQ ID NO 12), inverso: GCATCACCCCATTTGATGTTG
(SEQ ID NO 13)) utilizando las mismas condiciones de reaccion. Los valores de Ct obtenidos para el FVIII y el
ARNm del FVIII que contenia el inserto se normalizaron posteriormente con respecto a los valores medios de ambos
genes de referencia, y los nimeros de expresion relativos se calcularon segun el enfoque analitico 224C; (Livak y
Schmittgen, 2001).

2.12. Modelado de proteinas

El analisis de la secuencia de ADN en el inserto SINE incorporado mostré la existencia de un codén de terminacion
en la posicion 2835 (174 acidos nucleicos aguas arriba tras el comienzo del inserto SINE). Para obtener terceros
modelos de proteinas para el analisis adicional de los efectos de este codéon de terminacion, se aplicé el modelado
por homologia a través de SwissModell (Arnol, 2006; Kiefer, 2009; Schwede, 2003; Guex, 1997 y Peitsch, 1995).
SwissModell proporciona modelado de alta calidad y también proporciona alineaciones de secuencias proteinicas,
asi como RSMD residual. EI modelo calculado mostré solo una desviacion de 3,7 A con respecto a las estructuras
del molde (2r7eA 'y 2r7eB).

3. Resultados
3.1. Identificaciéon de la mutacion

Tras la amplificacion de una parte del exdn 14, se observaron diferencias en la longitud de los productos de la PCR:
cuando se utilizé el ADN de un perro sano, se cred un producto con la longitud esperada de 250 pb, mientras que
cuando se utilizd el ADN de un perro clinicamente afectado, derivdé en un producto de PCR con la longitud de
450 pb. Ambos productos podrian amplificarse a partir de ADN de portadores sospechosos (figura 2).

Se segregaron estos amplicones con el fenotipo hemofilico de entre los perros anteriormente mencionados: todos
los perros afectados eran homocigoéticos para la mutacion detectada en el exén 14. Se hallé que dos perros, que
eran portadores sospechosos o demostrados, eran heterocigéticos para la mutacion del inserto, y ninguno de los
bichones habaneros sanos se vio afectado por la mutacion. No pudieron observarse mas alteraciones en las
secuencias entre los perros afectados y el grupo de referencia sano.

La deteccion de este inserto mediante la PCR y la electroforesis con gel no revelo la presencia del inserto en el exon
14 del ADN del factor VIII canino en 25 bichones habaneros mas que presentaban un estado de la hemofilia A sin
definir, y en otros 75 animales de otras cuatro razas de perro.

3.2. Caracterizacion de la insercion

El analisis de las secuencias del exdn 14 mostraron la longitud exacta del inserto, siendo esta 218 pb (figura 3A). La
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mutacién se produce tras el nucledtido 2675 del ADNc del factor VIII y en el nucleétido 580 del exén 14,
respectivamente. El inserto esta flanqueado por una duplicacion del sitio diana de 16 pb (figura 3B). El OFR del
inserto contiene 58 aminoacidos tras la serina del factor VIII canino antes del primero de los tres codones de
terminacion (figura 3B). El inserto se caracterizé como un SINE obtenido de ARNt, altamente similar a los SINE
caninos singulares descritos por Minnick y col., 1991 y al CanB descrito por Vassetzky y col., 2002 (figura 3C).

3.3. Analisis del patron de transcripcion del exén 14

Para investigar los efectos del inserto SINE hallado en la transcripcion y traduccion del gen del factor VIII, el exén 14
se amplificé por QPCR, utilizando la regién de en frente del SINE y el SINE en si como dianas de cebador,
respectivamente, y el ARN de las muestras de sangre con EDTA de un perro sano y un perro afectado como moldes.
Se aplicd cuantificacion relativa para determinar el nivel de expresion del ARNm del FVIII comparando perros sanos
y afectados. En las muestras de los perros sanos, solo es detectable el ARNm normal. No puede hallarse ADNc con
SINE en estas muestras. En las muestras de los perros afectados, se produce menos ARNm del exén 14, y la
cantidad total del ARNm del exén 14 contiene el inserto (figura 4).

Modelado de proteinas

Tal y como se mostré con los enfoques de modelado, el ADN podia traducirse en una proteina totalmente funcional
si el inserto SINE no estaba presente. Cuando estuvo presente, solo se tradujo una parte de la proteina. Se
proporciona un resumen de las areas que codificaban las estructuras funcionales de la proteina en la figura 5. Se
puede ver también que la parte media, en la que esta localizado el inserto SINE, no parece tener una funcién
particular directamente asociada con la subunidad A o B del factor VIIl. EI modelado adicional desde el principio con
LOMETS (un meta-servidor local de enhebrado, Zhang, 2007) mostré que esta parte forma una estructura circular, y
asi, podria funcionar como un conector entre las dos partes funcionales.

El analisis de la subunidad A del factor VIIl con 3D2Go (parte del paquete Phyre, Kelley, 2009) mostré que la
subunidad A (aguas arriba del inserto) muestra dos areas con sitios probablemente activos.

Asi, se predice que incluso con el inserto SINE presente, no se pierde toda la funcionalidad de la proteina y deberia
medirse cierta actividad residual incluso en individuos afectados.

4. Discusion

La comparacion de toda la region de codificacion de la secuencia del ADN del factor VIII canino y de las uniones
exon-intrén de dos perros hemofilicos con deficiencia grave del factor VIII, con el ADN del factor VIl canino del tipo
silvestre, revelaron una insercién en el nucleétido 2675 en el exdn 14 del gen del factor VIII hemofilico.

La presencia de la mutacion se confirmd en 5 perros (2 afectados, 3 portadores) con un estado definido de la
hemofilia A. Ademas, una cohorte de muestras de diferentes razas no mostrd la mutacion observada. Los ultimos
resultados sugieren enormemente que la mutacion detectada no puede ser una mutacion habitual y poco importante.

Los SINE se describen como una fuente potencial de enfermedades en los humanos, asi como en los perros. En los
seres humanos, las inserciones Alu asociadas a una enfermedad suelen hallarse en secuencias de codificacion o
cerca de los limites exén-intrén, afectando a los patrones de empalme (Druker, 2004). De forma similar, se ha
informado de que las inserciones SINE son una mutacion causante en los perros. Un SINE en el exén 2 del gen
PTPLA genera patrones de empalme anémalos asociados a la miopatia hereditaria en los Labradores Retriever
(Pele, 2005). La narcolepsia en los Doberman se segrega con una insercion del SINE en la region intrénica
flanqueante 5' del ex6n 4 de HCRTR2. Esta insercidon desplaza una secuencia puntual de ramificacién de lazo
putativa necesaria para el empalme adecuado (Lin, 1999). En los perros merlé, se hall6é una insercién de SINE en el
limite intrén 10-exén 11 en el gen SILV (Clark, 2006).

El SINE hallado en los bichones habaneros hemofilicos se encuentra en la secuencia de codificacion del gen del
factor VIII. Tal y como se muestra en la figura 3, el gen del FVIII se transcribe junto con el SINE en los perros
afectados. La secuencia de aminoacidos se vera alterada debido a la diferente secuencia de nucleétidos.
Adicionalmente, el SINE contiene varios codones de terminacion (figura 3B).

Durante la traduccion, este ARNm anormal conducira, lo mas probablemente, a una proteina truncada, sin embargo,
se predice que hay presente cierta actividad residual ya que el extremo N esta intacto (figura 6).

Las inserciones en el gen del factor VIII también se describen como la causa de la hemofilia A en humanos. En la
base de datos oficial, se enumeran los dos LINE en el exén 14 y una insercion de repeticion Alu en el exén 14
(http://hadb.org.uk/). Adicionalmente, se describe una insercion con una longitud de 280 pb en el exén 14 en la base
de datos del Institut fur Humangenetik Uni Wurzburg (comunicacién personal con el Dr. Hasenmiiller).

Los resultados del presente estudio revelan con suficiente certeza la insercion del SINE detectada en el exén 14,
como una mutacion responsable de la hemofilia A en bichones habaneros.
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A pesar del hecho de que ninguno de los 25 bichones habaneros no seleccionados dio positivo en la mutacion,
parece que la investigacion en un nimero mayor de perros de esta raza es util para definir la prevalencia real de la
enfermedad.

Las realizaciones descritas son consideradas en todos los aspectos como ilustrativas y no restrictivas. El ambito de
la invencion se indica, por lo tanto, en las reivindicaciones adjuntas, y no en la descripcion anterior. Todos los
cambios que pueden incluirse en el significado e intervalo de equivalencia de las reivindicaciones han de aceptarse
dentro de su ambito.
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Tabla 1
N.° Perro Sexo (M/F) Tiempo (afos, | Actividad del factor ﬁnalls;uzf;;uenc:’a:

meses) VIII (%) d S .

eteccion

1 P 1887 M, afectado 1,6 10 A
2 P 1947 M, afectado 3,11 15 A
3 N 985 F, portador oculto 3,4 80 C
4 A 7009 F, portador desconocido desconocido C

(demostrado)
5 N 984 F 1, 11 91 N
6 N 986 F 1, 11 109 N
7 N 997 M 0,2 81 N
8 N 998 M 0,2 86 N
9 N 999 W 0,2 80 N
10 P 1889 W 1, 11 104 N
11 N 1023 M 0,2 74 N
12 N 1024 M 0,2 85 N
13 N 1025 M 0,2 75 N
14 N 1026 M 0,2 86 N
15 N 1027 M 0,2 86 N
16 N 1028 W 0,2 74 N
17 N 1029 M 1,8 91 N
18 N 1030 W 6, 4 95 N
19 N 1032 M 0,1 74 N
20 N 1033 M 0,1 73 N
21 N 1034 W 0,1 68 N
22 N 1035 W 0,1 67 N
23 N 1036 M 0,1 68 N
24 N 1037 M 0,1 86 N
25 N 1038 F 0,1 67 N
26 N 1039 F 0, 11 82 N
27 N 1040 F 4,9 83 N
28 159838 M 1,5 109 N
29 N1041 M 0, 11 90 N
30 N1042 M 1,6 113 N
31 N1043 F 2,4 130 N
*N = normal, C = portador, A = afectado

Listado de secuencias

<110> LABOKLIN GmbH & Co. KG

<120> Prueba genética para la predisposicion genética a la hemofilia A en bichones habaneros

<160> 13
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<223> /mol_type="ADN" /nota="Banco de genes AF016234" /organismo="Canis lupus familiaris"

<400> 1

atgcaagtag

accagaaaat

ctcagtgcgce

accacgtcag

attgccaagc

tatgacacag

gttggtgtat

aaggagaagg

ctgaaagaga

cacgtggacc

gaagggagtc

gtatttgatg

gcccagcatg

gtgtgtcaca

cactcaattt

gagatctcac

ctactgtttt

gatagctgcce

gatggtcttt

tttatccaaa

gctgaggagg

agctctacac

actacctcgg

tgcacgcgga

tcacgtacag

ccaggccacce

tggtcattgt

cctattggaa

aagatgataa

atggcccaat

tggtgaaaga

tggccaaaga

aagggaaaag

agctgcacac

agagatcagt

ttctcgaagg

caattacttt

gtcatatccc

cagaggaacc

atgattctga

tccgectcagt

aggactggga

ctgctgcecttt

tgcagtggaa

cacaagcttt

aaagactgtg

gtggatgggc

ccttaagaac

agcttctgaa

tgtcattcct

ggcctctgat

cctgaattca

aaggacacag

ttggcactca

catcaatggc

ctattggcat

tcacacattt

ccttactgcet

ttcccatcaa

ccagctgcgce

catggacgta

tgccaagaag

ctatgctccce

ctgtgccttt

ctgtcctggg

tcttccaggg

tttgtagagt

ctgctgggtce

atggcttctce

ggtgctgagt

ggtgaaagcc

ccaccatgtc

ggcctcattg

accttgcagg

gaaacaaatg

tatgtaaaca

gtgattggaa

cttgtgagga

cagacattcc

catgatggta

atgaaaaata

gttagctttg

catcctaaaa

tcaggcccca
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tgcccttcag

actatatgca

tgccaggatc

ttacagatga
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atcctgtcag
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tttgccactc

ccttttcaac

ggctgaggtt

ccttcacgcet

gaccagccaa

ctggcaggtc

atatttttca

ggtttgcaaa

actttttgcet

acaggctgag

aggtcttact

ccccecgaagtg

ggcctcececttyg

tggccagttt

tgtcaaagta

agattatgat

ctcttctecce

ctatattgct

tagaagtcat
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420
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aaaaatctgt

tttgtggcat

atcctgggac

caagccagcec

acagggagat

atattcaagt

tgcctgaccce

attggcccte

tcagacaaga

acagagaata

ttccaactct

tcagtttgtt

ttcetgtetg

cttaccctct

tgggttctgg

gtttctagtt

actcccctge

caccctagcea

aagattgacc

agtgatttgt

ctcegagagg

ggcccacctg

actcctgage

gagttgaaga

acaattccat

aatatgtcag

caccttattce

ttagaagcac

gagagtaata

aatgctttat

acaactaata

gtctggcaag

atttgaacaa

acacagatga

ctttacttta

ggccatataa

tgccaaaagg

ataaatggac

gatattactc

ttctcatctyg

gaaatgtcat

tgcagcgcett

ctaacatcat

tgcatgaggt

tcttettcecte

tceccattecte

ggtgccacaa

gtaacaggaa

taaatgaaaa

ctaaggaaaa

ttcaatctgg

tgatgetgtt

ccacagatag

aagtggcaag

cagaactgca

aacttgattt

cagataagtt

ttcactttaa

agtctggtgt

ctttaatgaa

ggttatttaa

tcaaagttaa

gaaagactcg

atattatgtt
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tggtcctcag

gacatttaag

tggagaagtt

catctaccct

tgtgaaacat

agtgaccgta

aagcttcatt

ctacaaagaa

cctgttttet

cctccccaat

gcacagcatc

ggcgtactgg

tggatatacc

aggagaaact

ctcagacttt

cattgatgat

caatgtaatt

gcaattgaaa

agaaagaaca

gggacagaat

agccgatgac

tctcagacca

gttaagatta

aaaaatttct

ggcagcagct

cagtcattta

acctttggaa

tattcaagaa

agaagaaaga

tatctcttcg

tgttgctate

agaaaggaat

cggattggta

actcgtgaag

ggagacacac
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gaagatggac

aatctggaga
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actgagttta
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cagaaatact

tgtggaaatg

tctatcatcc

cctaagetct
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aagaaaggaa

cactaagaac

agaagagcag

tagtgaaggg

cttgggaaat

taatgcaagt

ctcacaagga

gtccaaaaac

agaaaaaagg

cattcaaatg

acatacagat

ctgtaattat

agaagccaaa

aggaaagttc

aaacactgtt

tcaagttcat

ccacctggat

taaaacaaat

gattccctcce

aagtgaagag

caccattttg

acaagataag

ctctcaaaac

gccagaggaa

ttttgacatc

acagctctgg

gcccaccaaa

tccaagatac

gagcaaaggc

cagaactttt

gaactccaag

caagaaaatg

aaattaaccc

ttcctgaaga

ccatatactc

attcatatgg

CcCaaacaaacc

cagcatgtta

gaaataaagt

atgaactatt

gccattacte

aatgactctg

ctgaccaaga

acctttagag

agaaataacc

agctcecctgg

ctcttgcaac

gttgatcaag

ctcatgggaa

agccctggaa

aagctgctgg

tggaaatccc

cccecctgggece

ccccaaagag

ccaccagtct

gacaaatttg

tacggcgact

12

ggctaaatca

aaaaagaaga

cgttcttgcec

ccagtccaaa

tgtcagagga

agatttttcc

atacatacaa

aggagaatgt

accttttett

caatacttca

ccaatttctc

aaatggtaga

tcactcaacg

ttgaaaggaa

tggcccaggg

agtcccecct

cattacccgt

tcccatcecca

agaggacttc

tetetttage

ggaaaagtgc

caggcttgtc

aagactcttt

agatcttcct

aagtgccctt

gtgtccttgce

aaaaaaagtc

cttgtgaaaa

aagctatgtg

caaaacacca

agtatgatga

atgaaaatca

tgtgtcaaat

ccctgtgeca

agattggata

acaattaaca

gaaggtggta

aaacaacaag

tcaagaaaaa

ggctttgcct

actaagcact

agacaccagg

aaaaataagg

gaggtttcca

tggtaagcgg

ggttattgca

aaccctcaca

atcagattgt

tgcaaaggaa

acacaactct

tggagtccaa

ctttgtaacc

cacCcaaaccaa

cgaaacatct

ccctacaaaa

tcagaaaaca

tctgaaatgg

ttgggataac

acagacgaac

taatgattca

ggcaaagcaa

tcaaagggaa

caccttctca

gggcctecge

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



agctttcaaa

gggatgagta

ttcaagaagg

ggagaactga

aatatcgtgg

atttcttatg

aatgaaacca

tttgactgca

ggcttgattg

caagtgacag

tacttcactg

cctactctaa

cctggcttag

aacgaaaaca

gaatataaaa

ccatcccaag

atgagcactc

ggacacatta

ctggccagac

tggatcaagg

cgccagaagt

aacaagtggc

gtggattcat

cgtttgcacc

gacttcaaca

atcactgcct

ctgcacctge

ctgcaagtgg

tctctectea

aactggactc

tccacgectyg

ccgcagagcet

cagcccgect

agaaaacacg

gatctcccca

tggttttcca

acgaacactt

taactttcaa

acgaagatga

aaatttactt

aagcctgggce

gaccccttet

tgcaggagtt

aaaacctgga

aagaaaactt

taatggctca

ttcattccat

tggcagtcta

ttggaatctg

tgtttctggt

gagattttca

ttcattattc

tggatctett

tctecagect

acagttaccg

ctgggatcaa

caacccatta

gttgcagcat

cgtcctacct

agggcaggac

acttccggaa

tcagcatgta

tgtttcttca

tgcggaaccyg

gggcgcacca

ga
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acactatttc

tatactaaga

ggaatttact

gggactcttyg

aaaccaggcc

gggacaagga

ttggaaagtg

ttatttttct

gatctgecge

tgccctggtt

aaggaactgc

ccgcttccat

ggatcaaaag

tcacttcagt

caacctctat

gcggatagaa

gtacagcaag

gattacagct

cggatcaatc

ggcaccgatg

ctacgtgtct

agggaattcc

acacaatatt

cagcatccge

gccgetgggg

aagcagtatg

taatgcctgg

gaccatgaaa

tgtgaaggag

gaatggcaaa

tctegaacce

catcgcectyg

attgctgcag

aacagggctc

gatggatcct

gggccatata

tctegtceect

gcagaaccta

cagcatcata

gatgttgatc

agtaacacac

ttcactatat

agagctccct

gcaatcaacg

gttcgatggt

ggacatgtgt

ccaggtgttt

tgccttateg

aagtgtcaga

tcaggacaat

aatgcctgga

attattcacg

cagtttatca

acggggacct

tttaaccctce

agcactcttc

atggagagta

cttgccactt

agacctcagg

gtcacaggaa

ttcctcatcet

gtcaaggtct

ccgctggtygg

aggctggagg

13

tggagcgtct

aaagtgggga

ttactcagcc

taagagcaga

actccttcta

gaagaaagtt

tggcacccac

tggagaaaga

tgaaccctgce

tcgatgagac

gcaatgtcca

gctatgtgaa

atctgctcag

tcactgtacg

ttgagactgt

gcgagcacct

ctccactggg

atggacagtg

gcaccaagga

gcatcatgac

tcatgtacag

taatggtctt

cgattattgce

gcatggagct

aagcaatatc

ggtctcctte

caaataaccc

taaccaccca

ccagtagtca

tccagggaaa

ctcgctacgt

tcctgggetyg

ctgggattat

tgtccagcag

cttataccgt

agttgaagac

ttctagtctt

tgtcaaccct

taaagatgag

tgtgcactca

tcatgggaga

taagagctgg

gaaggaggac

ggatacactc

catgggcagc

gaaaaaagag

ggaaatgcta

gcaagccggg

gatggcttcc

ggccccaaag

tcececttttec

ccagggggcc

tctggatgge

ctttggcaac

tcagtacatc

cttgggctgt

agatgctcag

ccaagcccgg

aaaagagtgg

gggggtgaaa

agatggccat

ccgggactcece

gcgectgceac

cgacacccag

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7032
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<210> 2
<211> 171
<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>
<221> fuente
<222>1..171
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<223> /mol_type="ADN" /organismo="Canis lupus familiaris"

<400> 2

gggatccctyg ggtggcgcag cggtttggcg cctgcecctttg gcecccagggeg cgatcecctgga

gacccgggat cgaatcccac atcgggctcecce tggtgcatgg agcctgcecttce tcectcectcectgece

tgtgtctctg cctctectete tetcectectgte tgtgacttaa ataaataaat a

<210> 3
<211> 218
<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>
<221> fuente
<222>1..218

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

<400> 3

gggatccctg

gacccgggat

tgtgtctctg

atatttaaaa

<210> 4
<211> 234
<212> ADN

ggtggcgcag

cgaatcccac

cctctcectcecte

aaaaaaaaaa

<213> Canis lupus familiaris

<220>
<221> fuente
<222>1..234

cggtttggeg

atcgggctcc

tctctectgte

aaaaaaaaaa

cctgcectttg gcccagggcecg cgatcctgga

tggtgcatgg agcctgctte tctctetgece

tgtgacttaa ataaataaat aataaataaa

aaaaaaaa

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

<400> 4

gggatccctg ggtggcgcag

gacccgggat cgaatcccac

tgtgtctetyg cctetetete

atatttaaaa aaaaaaaaaa

<210>5
<211> 417
<212> ADN

cggtttggcyg

atcgggctcc

tctetetgte

daaaaaaaaa

cctgcecctttyg

tggtgcatgg

tgtgacttaa

aaaaaaaata

14

gcccagggcyg

agcctgcecttce

ataaataaat

aaaatttcta

cgatcctgga

tctetetgee

aataaataaa

gttc

60

120

171

60

120

180

218

60

120

180

234
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<213> Canis lupus familiaris

<220>
<221> fuente
<222>1..417
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<223> /mol_type="ADN" /organismo="Canis lupus familiaris"

<220>

<221> misc_feature

<222> 317-332

<223> /nota="sitio de duplicacién"

<220>

<221> misc_feature

<222> 83..98

<223> /nota="sitio de duplicacién"

<220>

<221> misc_feature

<222>99..316

<223> /nota="insercion del SINE con poli-A"

<400> 5

tttactcctyg

gtagagttga

gtttggcgcce

cgggctcctyg

tctectgtctyg

daaaaaaaaa

attccatcag

<210>6
<211>25
<212> ADN

agccagaact

agaaacttga

tgcctttgge

gtgcatggag

tgacttaaat

aaaaaataaa

ataagttggc

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente
<222>1..25

gcagttaaga

tttaaaaatt

ccagggcgceyg

cctgecttcte

aaataaataa

aatttctagt

agcagctact

ttaaatgaga

tctagttcgg

atcctggaga

tctectgectyg

taaataaaat

tcatcagaca

gaaaagacag

atttggggac

gatccctggyg

cccgggatceyg

tgtctctgcce

atttaaaaaa

gtctaatgac

gttccttagyg

aaatacaaca

tggcgcagcg

aatcccacat

tctctectete

daaaaaaaaa

ttcaccaaca

accccca

<223> /mol_type="ADN" /nota="cebador directo del FVIII" /organismo="secuencias artificiales"

<400> 6

caacatgatg gtatggaagc ttatg

<210>7
<211> 25
<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente
<222>1..25

<223> /mol_type="ADN" /nota="cebador inverso del FVIII" /organismo="secuencias artificiales'

<400> 7

25

15

60

120

180

240

300

360

417
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caaagctaac tacgtccatg tcaga 25

<210> 8

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_type="ADN" /nota="cebador directo del SINE" /organismo="secuencias artificiales"

<400> 8
gagaatttac tcctgagcca gaact 25

<210>9

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..22

<223> /mol_type="ADN" /nota="cebador inverso del SINE" /organismo="secuencias artificiales"

<400>9
ccagggatcc cgaactagaa at 22

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_type="ADN" /nota="cebador directo de la beta-actina" /organismo="secuencias artificiales"

<400> 10
tcgctgacag gatgcagaag 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_type="ADN" /nota="cebador inverso de la beta-actina" /organismo="secuencias artificiales"

<400> 11
gtggacagtg aggccaggat 20

<210> 12

<211> 18

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..18

<223> /mol_type="ADN" /nota="cebador directo de la GAPDH" /organismo="secuencias artificiales"

<400> 12
tccacccacg gcaaattc 18

16
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<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1.21

<223> /mol_type="ADN" /nota="cebador inverso de la GAPDH" /organismo="secuencias artificiales"

<400> 13
gcatcacccc atttgatgtt g 21

17
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REIVINDICACIONES

1. Un gen del factor VIl canino de un bichén habanero tal y como se muestra en la SEQ ID NO 1, en el que el gen
del factor VIII canino se atribuye a la hemofilia A y comprende una secuencia que tiene al menos un 97 % de
homologia de secuencia con la SEQ ID NO 5.

2. Un procedimiento de analisis de un genotipo de un bichdn habanero al que se le atribuye hemofilia A mediante
una prueba genética para la identificacion de al menos un inserto en el factor VIl canino, tal y como se muestra en la
SEQ ID NO 1, del genoma del perro, en el que el gen del factor VIl canino se analiza para una secuencia que tiene
al menos un 97 % de homologia de secuencia con la SEQ ID NO 5.

3. El procedimiento de analisis segun la reivindicacion 2, en el que la PCR se utiliza para la amplificacion de una
region del ADN, ARNm o ADNc del gen del factor VIII canino, que contiene el inserto.

4. Un procedimiento in vitro de determinacion de la predisposicion genética a la hemofilia A de un bichon habanero,
caracterizado por el uso del gen del factor VIl canino del perro segun la reivindicacion 1 y la deteccion de una
secuencia que tiene al menos un 97 % de homologia de secuencia con la SEQ ID NO 5.

5. Kit para la deteccion de la predisposicién de un bichén habanero a la hemofilia A, que comprende medios para
realizar una reaccion PCR para la deteccion del inserto que tiene al menos una homologia de secuencia del 97 %
con la SEQ ID NO 5 en el gen del factor VIl canino segun la reivindicacion 1, en el que el kit comprende un par de
cebadores para el inserto, de los que al menos un cebador se une al inserto, un par de cebadores selectivos para el
factor VIl canino y al menos un par de cebadores para un gen constitutivo.

18
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Exdn 1 = = Fa 11 13 15 19, e T
Ami ...| | | Ll 1 | L 11l |
Genomico — T = T —
P 1= =22 25
Exon = a = &5 1012 14 16 =0 =a
Figura 1
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SINE
I it

Exén 14 [pb] 580 218 2671

Figura 3A
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tttactcctgageccagaactgcagttaagattaaatgagaatttggggacaaatacaacagtagagttyg
F T P E P E L Q L R L NENILGTNT T V E L

AagaaacttgatttaaaaatttctagttcGGGATCCCTGGGTGGCGCAGCGGTTTGGCGCCTGCCTTTGG
K K L pL K I s s SsS G S L GG GAA AV W IR L P L

CCCAGGGCGCGATCCTGGAGACCCGGGATCGAATCCCACATCGGGCTCCTGGTGCATGGAGCCTGCTTCT
A 0 G A I L ETURUDU RTIUPIHIRAPGA AWSTILILL

CTCTCTGCCTGTGTCTCTGCCTCTCTCTCTCTCTCTGTCTGTGACTTAAATAAATAAATAATAAATARAA
s L pVsLPLSLSL s v T /I NI K/ / I K

TATTTAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAANNAAANAAATaaaaatttctagttcatcagacagtctaatga

¥y L K K K K K K K K K K I K I 8§ S S S D S L M

Cttcaccaacaattccatcagataagttggcagcagctactgaaaagacaggttccttaggaccccca

T s p T I P S DKL A A ATEI KTG S L G P P

Figura 3B
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GGGATCCCTGGGTGGCGCAGCGGTTTGGCGCCTGCCTTTGGCCCAGGGCGCGATCCTGGA

ceeererrreeeeereerrerrrrrrr e e
GGGATCCCTGGGTGGCGCAGCGGTTTGGCGCCTGCCTTTGGCCCAGGGCGCGATCCTGGA

GACCCGGGATCGAATCCCACGTCGGGCTCCTGGTGCATGGAGCCTGCTtcteecctetgee

ceeererrreeeeereerrr reerrr e rrr e
GACCCGGGATCGAATCCCACATCGGGCTCCTGGTGCATGGAGCCTGCTTCTCTCTCTGCC

tgtgtctctgectctetetetetetetectct TT-ATCATAAATAARATAAAAA. . .poli-A

Lerrrrereeererrereerrrrrrrr rert bt e e e
TGTGTCTCTGCCTCTCTCTCTCTCTCTGTCTGTGA-CTTAAATAAATARATA

Figura 3C
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