ES 2475974 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 475 974
@Int. Cl.:

C12N 9/64 (2006.01)
C12Q 1/68 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  16.03.2011  E 11158518 (8)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 07.05.2014  EP 2385113

Tl'tulo: Prueba genética para predisposicion genética de hemofilia B en perro crestado rodesiano

Prioridad:

17.03.2010 EP 10156797

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
11.07.2014

@ Titular/es:

LABOKLIN GMBH & CO. KG (100.0%)
Steubenstrasse 4
97688 Bad Kissingen, DE

@ Inventor/es:

MULLER, ELISABETH, DR.;
KUHNLEIN, PETRA, DR. y
KEHL, ALEXANDRA

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2475974 T3

DESCRIPCION
Prueba genética para predisposicion genética de hemofilia B en perro crestado rodesiano

La invencion se refiere a una prueba genética para predisposicion genética de hemofilia B en perro crestado rodesiano
genotipando el gen del factor IX canino.

Introduccién

La hemofilia B es una afeccion que afecta el proceso de coagulacion de la sangre por falta de factor de coagulacion IX
bioldgicamente activo. El factor IX es una glucoproteina plasmatica de 56 kDa que se requiere para activacion de
Factor X en la cascada de coagulacion. La hemofilia canina B representa una coagulopatia hereditaria que se da en la
naturaleza con un intervalo de gravedad de signos clinicos y actividad coagulante en diferentes variantes de cria. Se
ha informado de casos en muchas razas. En perros crestados rodesianos, una forma grave de hemofilia B con signos
clinicos pronunciados se describié por primera vez por Lutze et al. (2000). Actualmente es la forma de hemofilia canina
mas importante en Alemania.

Bottema C D K et al.: "Missense mutations and evolutionary conservation of amino acids: evidence that many of the
amino acids in factor IX function as spacer elements", American Journal of Human Genetics, American Society of
Human Genetics, Chicago, IL, EE.UU., vol.: 49, n.°% 4, 1 de enero de 1991 (1-1-1991), paginas 820-838,
XP009007557, ISSN: 0002-9297. Bottema C D K et al. desvela que en el factor IX humano mutaciones de sentido
alterado en residuos especificos en el factor IX (es decir, aquellos conservados en factor IX de ser humano, vaca, perro
y ratén pero no en proteasas relacionadas) es seis veces menos probable que causen la enfermedad. La posicion 244
del factor IX del perro, corresponde a la posicion 207 en factor IX humano y en un residuo G conservado. Dicho
documento también se refiere a esta posicion en seres humanos como una mutacién de sentido alterado comunicada.

GIANNELLI F. et al. "Haemophilia B: Database of point mutations and short additions and deletions-cuarta edicion,
1993", Nucleic Acids Research, vol. 21, n.°: 13, 1993, paginas 3075-3087, XP002659955, ISSN: 0305-1048. Giannelli
F. et al. desvela varias mutaciones de Factor IX humano que causan hemofilia. Una de ellas es una mutacion G->A en
el nucleétido, dando como resultado un cambio de aminoacidos en la posicion 253, G253->E; esto corresponde a la
posicion 244 en factor IX canino (de perro), donde se sitia la misma mutacion identificada en la solicitud.

F. Giannelli et al.: "Haemophilia B (sixth edition): a database of point mutations and short additions and deletions",
Nucleic Acids Research, vol. 24, n.%: 1, 1 de enero de 1996 (1-1-1996), paginas 103-118, XP55036054, ISSN:
0305-1048, DOI: 10.1093/nar/24.1.103. F. Giannelli et al. desvela adicionalmente una lista larga de mutaciones en el
factor IX humano tres de las cuales estan en la posicion 207, a saber: G207->R, G207->detencion y G207->E.

Se han identificado diferentes mutaciones en el gen que codifica el factor IX en diferentes razas de perro, incluyendo,
labrador, Ihasa apso, pit bull terrier y airedale terrier dando como resultado los sintomas clinicos tipicos para hemofilia
B (Evans et al., 1989; Mauser et al., 1996; Brooks et al., 1997; Gu et al., 1999; Tabla 11). Segun el mejor conocimiento
del autor, el origen genético de hemofilia B en perros crestados rodesianos es desconocido. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue investigar si un defecto genético podria identificarse como causa subyacente de hemofilia en perros
crestados rodesianos. Una prueba genética ayudaria a diagnosticar perros enfermos y a identificar genéticamente
perros afectados y portadores.

Es el objeto de la presente invencion proporcionar una prueba genética para el analisis de un genotipo de un perro,
preferentemente un crestado rodesiano con respecto a la hemofilia B.

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

El problema se resuelve proporcionando un factor IX de acuerdo con la Sec ID N.°: 1 que tiene una mutacién puntual,
en la que el nucleédtido 752 es A en vez de G.

Se ha encontrado que una Unica mutacion puntual en el factor IX canino conduce a una reduccidon muy fuerte en la
actividad del factor y podria asignarse a hemofilia B en el perro, preferentemente en los perros crestados rodesianos.

En la Sec ID N.°: 1 el nucleétido en la posicion 752 esta mutado de G a A. Esta mutacién da como resultado un
intercambio de glicina (GGA) a acido glutamico (GAA) en la posicién 244 en el dominio catalitico del factor Xl
hemofilico (Sec ID N.°: 3; Sec ID N.°: 2 de tipo silvestre).

La invencion se refiere por lo tanto a una prueba genética para identificacion de al menos una mutacién puntual en la
Sec ID N.% 1 del genoma del perro, en el que al menos una mutacion puntual conduce a un intercambio de
aminoacidos en posicién 244 de factor canino IX.

La mutacién puntual es una mutacion puntual en el nucleétido 752 de la Sec ID N.°: 1, en la que el nucledtido 752 es A
en vez de G.

El analisis se puede usar también para detectar mutaciones adicionales en la secuencia Sec ID N.°: 1, por ejemplo
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mutaciones que no estan relacionadas con hemofilia B.

En una realizacion de la invencion el procedimiento para el analisis de un genotipo de un perro con respecto a
hemofilia B comprende la identificacion de una mutacién puntual en la Sec ID N.°: 1 del genoma del perro, en el que
una mutacién puntual es una mutacién puntual en la que el nucleétido 752 es A en vez de G.

Mediante esta prueba es posible identificar el genotipo del perro crestado rodesiano con respecto a hemofilia B y
especialmente si la perra es una portadora heterocigota de la mutacion.

Los procedimientos para detectar una mutacion puntual en un genoma se conocen por el experto en la técnica. Los
procedimientos posibles son secuenciar la regiéon del genoma, donde la mutacion esta localizada, con cebadores
especificos y comparar después la secuencia con la secuencia de tipo silvestre. La secuenciacion se puede hacer
directamente con el ADN gendmico o por amplificacién de la regidon seleccionada y después secuenciando la
secuencia amplificada.

Otros procedimientos posibles comprenden reaccidon en cadena de la ligasa (LCR), polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), espectroscopia de masas (MALDI-TOF), SSCP, DGGE, pirosecuenciacion, dHPLC,
hibridacion de alelos especificos, balizas moleculares, micromatrices, endonucleasa Flap (FEN), PCR en tiempo real,
PCR especifica de alelos, ensayo de Tagman.

Por ejemplo se puede usar PCR para la amplificacion de la region de la mutacion puntual, la region de Sec ID N.°: 1,
que contiene al menos un de las mutaciones puntuales en la Sec ID N.°: 1 del genoma del perro, en la que el nucledtido
752 es A envez de G.

En una realizacion preferida el perro es un crestado rodesiano.

Otra realizacion de la invencion es un procedimiento para la determinacion de la predisposicion genética para hemofilia
B de un perro mediante el uso del gen del factor IX canino del perro de acuerdo con la Sec ID N.°: 1 que tiene al menos
una mutacién puntual en la Sec ID N.°: 1 del genoma del perro, en la que al menos una mutacion puntual conduce a un
intercambio de aminoacidos en posicion 244 del factor IX canino.

La mutacién puntual es una mutacién puntual en el nucleétido 752, en la que este nucleétido es A en vez de G.
En una realizacion preferida el perro es un crestado rodesiano.

En oftra realizaciéon de la invencién este procedimiento se pueden usar para la selecciéon de un perro crestado
rodesiano para cria.

Incluso si no se recogen referencias de apoyo multiples, se desvelaran en las reivindicaciones todas las
combinaciones razonables de las caracteristicas.

Tabla 1. Supervivencia en la bibliografia de mutaciones en gen del factor IX canino en perros con hemdfilia;

Tabla 2. Resultados de analisis de secuencia del ADN del factor IX canino y ensayo de genotipado TagMan para una
mutacion G-A de sentido alterado en el exén 7 en perros crestados rodesianos con estatus de hemofilia B diferente
(Sefalamiento, linaje: Portadora confirmada, madres de los niUmeros 4 y 5; signos clinicos: Sangrado grave después
de intervenciones quirirgicas menores; Anadlisis de secuencia: n = normal ¢ = portadora a = afectado) y dafios,
sangrado espontaneo ocasional (+/-));

Fig. 1. Alineamiento de secuencia aminoacidico de dominio proteasa de factor IX canino (CFIX) con factor IX humano
(HFI1X), tripsina bovina (TRYP), elastasa porcina (ELAS), quimiotripsina bovina (CHYM) y calicreina porcina (KALL);

Fig. 2. Composicion de dominios del factor IX: caracteristicas detectadas de acuerdo con ProSite y SMART. Los
dominios clave del factor IX incluyen gamma-carboxiglutamato N-terminal (GLA, véase flecha gris) que contiene
dominio (hexagono), el dominio EGF de unién a calcio (pentagono, enlaces disulfuro indicados en gris) y dominio
serina proteasa similar a tripsina (elipse, C-terminal). Los tres residuos de sitios activos (H258, D306 y S402) de este
dominio se muestran como diamantes pequefios asi como los enlaces disulfuro (lineas rectangulares grises). Una lista
detallada de las caracteristicas de este dominio y posiciones se muestra en la Tabla 3;

Figura 3, Figura 3A: Vista interior de la proteina mutada: disulfuros (esferas), sitio activo y aminoacidos mutados (lazo);
Comparacion de la estructura de factor IX canino mutado y de factor Xl de tipo silvestre. llustracion de los residuos
afectados de factor IX desde el interior; Figura 3A es tipo silvestre; Figura 3B es proteina mutada. Forma esférica:
puente disulfuro; forma de lazo: aminoacido mutado. La vista incluye el sitio activo; la Figura 3C muestra una
Superposicion de las Figuras 3A y 3B (regiones gris oscuro: Figura 3A; gris claro: Figura 3B); Notese como el cambio
de residuo 244 condice a un cambio en geometria de la proteina general. Especialmente se afecta el puente disulfuro.

Fig. 4. Modelo de los residuos afectados de las moléculas del factor IX desde el exterior; Figura 4A muestra la proteina

mutada; Figura 4B el tipo silvestre; Forma esférica: puente disulfuro; forma de lazo: aminoacido mutado; superficie
oscura alrededor del circulo blanco: sitio activo; los puentes disulfuro y los sitios activos son claramente visibles. Es
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claramente visible, que el aminoacido mutado causa un cambio en la estructura espacial en el puente disulfuro y asi
también en el sitio activo (circulo blanco; gris oscuro). Ello causa también un cambio en la periferia de las estructuras
(esquina derecha inferior, rectangulo blanco) con el efecto de que un enlace adicional esta formando un bucle. Ambos
pueden verse en la superposicion de la Figura 4A y la Figura 4B mostradas en la Figura 4C (gris oscuro: figura 4A,; gris
claro: figura 4B).

Descripcion detallada de la invenciéon

Materiales y procedimientos
Diseio de estudio

El estudio incluyd seis perros macho fenotipicamente afectados, cuatro portadoras sospechadas y 12 perros sanos.
De todos los perros con estatus de hemofilia B conocida o sospechada, la actividad del factor IX se midié para verificar
el estatus para hemofilia B. De todos estos perros, se aisldo ADN a partir de sangre en EDTA y la regiéon codificante de
factor IX canino se amplificd y se secuencio. La secuencia de ADN obtenida se comparé con el ADN del factor IX
canino de tipo silvestre(nimero de acceso del banco de genes: NM_001003323). Ademas, se llevd a cabo un ensayo
de genotipado TagMan especifico para la mutacion detectada en todos estos perros. Con el fin de demostrar la
relevancia funcional de la mutacion detectada, se llevaron a cabo estudios de alineamiento de aminoacidos asi como
los analisis de modelizacion de estructura . Para investigar, si la mutacion es un polimorfismo de solo un nucleétido
(SNP) no relacionado con hemofilia B, se llevaron a cabo ensayos de genotipado especificos para la mutacion en
muestras de ADN de 30 perros crestados rodesianos con estado de hemofilia B indefinido y muestras de otras tres
razas de perro (doberman pinscher: n = 20; perro apuntador aleman de pelo de alambre: n = 20; labrador: n = 25).

Animales y material de muestra

Los perros crestados rodesianos con estatus conocido de hemofilia B estuvieron presentes como pacientes o para
diagnostico de hemofilia para la Clinica de Animales Pequefios, Universidad de Medicina Veterinaria de Hannover. Los
seis perros crestados rodesianos machos tienen un historial de sangrado conocido y actividades de factor 1X
sustancialmente reducidas de aproximadamente el 1 % (Tabla 2). Las sefiales clinicas incluyeron principalmente
sangrado grave después de intervenciones quirurgicas y heridas menores y sangrado espontaneo ocasional. Entre las
cuatro perras con estatus de portadora sospechada debido a actividad moderadamente reducida de factor IX (48-69
%), una se confirmoé por hermanos de camada afectados. Doce perros crestados rodesianos sanos tuvieron una
actividad de factor Xl en el intervalo de referencia y no hubo en su historial ningun indicio para un sangrado excesivo.

Recogida de muestras de sangre

Se obtuvo sangre citrada para medidas de actividad de factor IX de una vena cefélica o vena safena usando jeringuillas disponibles
estériles (1,1 x 30 mm) y solo se uso presion ligera para elevar la vena. La sangre citrada se recogio en tubos de plastico
que contienen una parte (1 ml) de solucion de citrato de sodio a 0,11 mol/l por nueve partes (9 ml) de sangre y se
mezclan inmediatamente por balanceo cuidadoso. Se obtuvo por centrifugacion plasma citrado pobre en plaquetas
para medidas de factor IX por centrifugacion dos veces durante 10 minutos a 2000 g. El sobrenadante final se recogio
después y se almacend en alicuotas a -70 °C. Ademas, se recogieron 5 ml de sangre en EDTA para las pruebas
genéticas.

Medidas de actividad del factor IX

Las actividades del factor de coagulacion IX se midieron automaticamente usando una prueba coagulométrica de
rutina, que se optimiz6 para material de muestra canino y esta basado en plasma deficiente de ser humano comercial
(Mischke, 2001). Las medidas se llevaron a cabo en un analizador de coagulacion AMAX Destiny (Trinity Biotech). Se
incubé una mezcla de 20 ul de plasma citrado diluido (diluido 1:40 con tampoén de imidazol, Siemens Healthcare
Diagnostics), 20 ul de plasma deficiente en factor IX (Siemens Healthcare Diagnostics) y 20 ul de reactivo de activacion
(reactivo PTT®, Diagnostica Stago) y exactamente después de 3 minutos se afiadieron 20 ul de solucion de CaCl; a 25
mmol/l (Diagnostica Stago) como reactivo de partida. Una curva de calibracion se prepar6 con diluciones diferentes de
un plasma acumulado que corresponden al 200 % (1:20), 150 % (1:26,7), 125 % (1:32), 100 % (1:40), 75 % (1:53,3), 50
% (1:80), 25 % (1:160), 10 % (1:400), 5 % (1:800) y 1 % (1:4000) que se usaron en vez de la mezcla diluida. El plasma
acumulado canino se preparé mezclando alicuotas de plasma citrado idénticas a partir de 100 perros clinicamente
sanos con perfil hematoldgico y bioquimico irrelevante y su actividad del factor IX se definié6 como el 100 %. Todos los
resultados son valores promedio de medidas por duplicado. El intervalo de referencia para esta prueba es del 75-140
%.

Aislamiento y amplificacion de ADN

El ADN genomico se extrajo con 200 ul de sangre entera de EDTA usando un kit comercialmente disponible Kit de
Sangre de ADN Biosprint 15 (Qiagen) siguiendo las instrucciones de fabricantes. La secuencia de ADNc de factor I1X
canina se utilizé para buscar la base de datos del genoma del perro en NCBI y se determinaron los ocho exones del
gen del factor IX canino. Nueve pares de cebadores oligonucleotidicos (las secuencias y las condiciones de PCR se
muestran en la Tabla 4) se usaron para amplificar la region codificante y los limites exén-intrén del factor IX canino
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usando ADN gendmico de los perros. Las secuencias objetivo se amplificaron en mezclas de reaccién de 50 pl en condiciones
de reaccion convencionales que contienen aproximadamente 50 ng de ADN gendmico y 0,2 pmol/l de cada cebador.

Secuenciacion de ADN

Los productos de PCR se purificaron antes de secuenciacion usando kit de purificacion de PCR MinElute (Qiagen). Se
hizo la secuenciacién por secuenciacion ciclica usando Terminadores DyeDeoxy (Applied Biosystems) en un
secuenciador automatizado Analizador Genético ABI 3130 (Applied Biosystems). Se llevé a cabo comparacion de
secuencias entre grupos diferentes de perros crestados rodesianos con estatus de hemofilia B definido usando
alineamiento de BLAD ClustalW.

Cribado rapido de la mutacién de sentido alterado

Se disefid un ensayo de genotipado TagMan para la mutacién usando File Builder Software Version 3.1 (Applied
Biosystems). La region que flanquea el SNP se amplificé en presencia de dos sondas fluorescentes especificas de
alelos. Una sonda marcada con tincion VIC, detectd la secuencia del alelo de tipo silvestre y una sonda marcada con
tincion FAM detecto la secuencia de alelo mutante. La amplificacién de PCR vy la discriminacion alélica se llevo a cabo
usando Rotor-Gene 6000 (Corbett).

Alineamiento de secuencia de aminoacidos y analisis de dominios

El alineamiento de la estructura primaria del dominio de proteasa del factor IX canino con aquellas del factor IX
humano, tripsina bovina, quimiotripsina bovina, elastasa porcina y calicreina porcina estaba basado en la identidad de
secuencia y la equivalencia topoldgica estructural y usé el programa Clustal (Larkin et al., 2007). Los analisis de
dominio aplicaron SMART (Letunic et al., 2009) y ProSite (Sigrist et al., 2009), se hen descrito previamente los
procedimientos detallados (Gaudermann et al., 2006).

Modelizacion proteica estructural

La modelizacion proteica estructural aplicé modelos CPH (Lund et al., 2002) para generar un modelo estructural y uso
PyMol (DeLano, 2002) para analisis graficos.

Resultados
Identificacion y cribado rapido de la mutacion de sentido alterado

La comparacion de la region codificante completa de la secuencia de ADN del factor IX canino y de las uniones
exon-intrén de seis perros hemofilicos con deficiencia de factor IX grave (N.°%: 1-6) con el ADN del factor IX canino de
tipo silvestre revelé una mutacion de sentido alterado G-A en el nucleétido 752 en el exén 7 del gen del factor IX
hemofilico. Esta mutacion da como resultado una glicina (GGA) para intercambio de acido glutamico (GAA) en el
dominio catalitico del factor XI hemofilico. Todos los perros afectados eran hemicigotos para la mutacion detectada en
el exdn 7 (Tabla 2). Se encontré que cuatro perras (N.°%: 7-10), que eran sospechosas de ser portadoras o portadoras
demostradas, eran heterocigotas para la mutacién G-A y ninguno de los perros crestados rodesianos sanos estaban
afectados por la mutacién. No se pudo observar ninguna alteracion adicional en las secuencias entre perros afectados
y el grupo control sano. En todos los casos de perros crestados rodesianos con estatus de hemofilia B definido, el
resultado del ensayo de genotipado TagMan confirmé el estatus de hemofilia B y por lo tanto los resultados de analisis
de secuenciacion. El andlisis con ensayo de genotipado TagMan no reveld la presencia de la mutacion de sentido
alterado G-A en el exdn 7 del ADN del factor IX canino en 30 perros crestados rodesianos con estatus de hemofilia B
indefinido y 65 animales de otras tres razas de perros.

Alineamiento de secuencia de aminoacidos y analisis de dominios

El dominio catalitico de proteasas de serina similares a tripsina esta altamente conservado a lo largo de la evolucion. El
alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los miembros de esta familia de proteasas demostré que ciertos
aminoacidos son homologos entre mamiferos. La Fig. 1 mostré el alineamiento de secuencias de aminoacidos de la
cadena pesada del factor IX canino con la regién correspondiente de varias otras serina proteasas (factor IX humano,
tripsina bovina, elastasa porcina, quimiotripsina bovina, calicreina porcina). La Fig. 1 demostré que la mutacion en el
factor XI canino afecta a uno de los aminoacidos altamente conservados, sustituyendo un residuo cargado
negativamente (acido glutamico) por un aminoacido que no esta cargado y que no tiene ninguna cadena lateral
(glicina). El analisis de dominios muestra, que la mutacion del aminoacido 244 de G a E esta localizada en el dominio
de tripsina del factor IX (Fig. 2). También esta directamente contigua a un puente disulfuro (residuos 243 y 259).

Modelizacion proteica estructural

El analisis de estructura muestra que un cambio en la conformacién es mas probable que ocurra dentro de la parte
interna de la proteina localizada cerca del centro activo debido al hecho de que la mutacion a acido glutamico conduce
a una cadena lateral larga que necesita mas espacio y perturba la estructura incluso mas debido a su carga (Figs. 3y
4). La mutacion de residuo 244 conduce a un cambio en la estructura del sitio activo con forma de bolsillo del dominio
de tripsina. La proximidad estructural es evidente. La mutacion se encuentra directamente adyacente a un puente
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disulfuro que estabiliza el sitio activo y causa, debido a la estructura cambiada del aminoacido mutado, un cambio en la
geometria del enlace disulfuro y asi también en el sitio activo.

Discusion

Los resultados del presente estudio revelan con certidumbre suficiente que la mutacién de sentido alterado G-A en el
exon 7 es la mutacion responsable de hemofilia B grave en perros crestados rodesianos. La presencia de mutacion se
confirmé por dos técnicas diferentes en 22 perros con estatus de hemofilia B definido. Ademas, una cohorte de
muestras de diferentes razas no mostré la mutacion observada. Los ultimos resultados sugieren fuertemente que la
mutacion detectada no puede ser una mutaciéon comun y no importante.

El alineamiento de secuencias de aminoacidos y el analisis de modelizacion estructural de proteinas demuestra que en
los perros crestados rodesianos hemofilicos una sustitucion aminoacidica no conservada causada por la mutacién
conduce a un cambio principal en estructura y actividad:. En base al analisis estructural de la proteina creada por
modelizacién proteica, la mutacién detectada da como resultado mas probablemente una reduccién de actividad de
factor IX, bien de acuerdo con la actividad de factor Xl residual baja valorada en la prueba coagulométrica funcional de
aproximadamente el 1 % y con los signos clinicos graves correspondientes. Esto respalda adicionalmente la hipdtesis
de que la mutacion detectada es responsable de la hemofilia B en perros crestados rodesianos. Ademas, un cambio
similar en el ADN canino da como resultado una afeccion clinica similar (Evans et al., 1989; Tabla 1).

Las actividades de IX medidas en los perros hemofilicos fueron mas bajas que en la comunicacion anterior de un perro
crestado rodesiano hemofilico (al 4 %) (Lutze et al., 2000). En base a los criterios clinicos aplicados a seres humanos,
la actividad de factor IX residual corresponde a un grado de gravedad de hemofilia grave (< 1 %) o moderadamente
grave (1-5 %) (Rizza, 1977) y en general, los perros parecen tener una clinica mas grave a un grado definido de
reduccion de actividades de factores debido a su comportamiento discrepante (Mischke et al., 1996; Lutze et al., 2000).
Ademas, la anormalidad estructural principal de la molécula de factor IX esta bien de acuerdo con el hecho de que un
anticuerpo heterdlogo contra el factor IX humano, que reacciona de forma cruzada con la molécula de factor canino
normal I1X, mostré actividad reducida para unir en el dominio respectivo en la molécula de factor IX defectuosa en
perros crestados rodesianos afectados (Lutze et al., 2000). En el estudio citado, el perro crestado rodesiano hemofilico
(actividad del factor IX: al 4 %) tuvo una concentracién de antigeno del 25 % y una portadora (actividad del factor IX: al
56 %) una concentracion de antigeno del 53 % de un plasma de reserva canino. El hecho de que un ELISA con un
anticuerpo heterdlogo se usase en este estudio puede haber potenciado este fendmeno.

Sin un origen genético conocido, el diagndstico de portadoras hembra de un defecto es dificil. Aparte de analisis sobre
hermanos de camada ello se basa principalmente en mediciones de factores. El presente estudio demuestra que la
actividad de factor IX en portadoras confirmada por analisis genéticos (valor maximo 69 %) puede alcanzar el limite
inferior del intervalo de referencia (el 75 %). Es por lo tanto probable que en condiciones menos 6ptimas (por ejemplo,
consignacion de muestras para el laboratorio, prueba calibrada menos éptimamente), la deteccion de vehiculo en base
a medidas de actividad del factor IX es poco fiable. El ensayo de genotipado TagMan desarrollado especifico para la
mutacién detectada es por lo tanto una herramienta valiosa para deteccion fiable de vehiculos, que es esencial para
programas de higiene de cria efectivos. A menos que ninguno de los 30 perros crestados rodesianos se probara
positivo para la mutacion, la investigacion de nimeros mayores de perros de esta raza parece valiosa para definir la
prevalencia real de la enfermedad.

Conclusiones

Una mutaciéon G-A de sentido alterado en el exén 7 del factor IX canino se identific6 como la mutacién probablemente
responsable de hemofilia B grave en perros crestados rodesianos. Esta mutacion da como resultado una glicina (GGA)
para intercambio de acido glutamico (GAA) en el dominio catalitico del factor XI hemofilico.

Mientras las presentes invenciones se han descrito e ilustrado junto con un ndmero de realizaciones especificas, los
expertos en la técnica apreciaran que se pueden hacer variaciones y modificaciones sin apartarse de los principios de
las invenciones como se ilustran en el presente documento, segun se reivindica. Se considera a todos los respectos
que las realizaciones descritas son ilustrativas y no restrictivas. El alcance de las invenciones esta, por lo tanto,
indicado por las reivindicaciones adjuntas, en vez de por la descripcion precedente. Todos los cambios que entran
dentro del significado y el intervalo de equivalencia de las reivindicaciones estan englobados en su alcance.
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Tabla 1
Raza Mutacion en gen del factor IX canino Referencias
Raza mezclada, Una transicion G — A en el nucleétido 1477 en la region que codifica Evans et al.
originalmente cairn terrier y el dominio catalitico (sustitucion de acido glutamico por glicina) (1989)
beagle (colonia de Chapel
Hill)
Lhasa Apso La delecion incluye nucledtidos 772-776 y una transicion C — Tenel Mauser et al.
nucleétido 777 (1996)
Labrador Delecion completa del gen del factor 1X Brooks et al.
(1997)
Pit bull terrier Mutacion de delecion grande que va desde la region 5' completa del  Gu et al (1999)
factor IX prolongandose hasta el exén 6
Airedale terrier Insercion de 5 kb en el exon 8, que codifica con el exén 7 la region  Gu et al. (1999)
catalitica del factor XI.
Tabla 2
Numero Numero Sefalamiento, linaje®, Signos Actividad del Analisis de TagMan®
de perro interno clinicos®  factor IX secuencia®
1 P 1549 Macho, 3 meses - 1 a a
2 P 1551 Macho, 2 afos 5 meses - <1 a a
3 P 1554 Macho, 1 afo, 2 meses - 3 a a
4 P 1615 Macho, 6 meses (hermano del - 1 a a

numero 4, hijo del niumero: 10)
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Numero Numero Sefalamiento, linaje®, Signos Actividad del Analisis de TagMan®
de perro interno clinicos®  factor IX secuencia®

5 P 1621 Macho, 6 meses (hermano del - 1 a a

numero: 4, hijo del nimero: 10)

6 P 1867 Macho, 2 afios, 8 meses - 1 a a
7 N 983 Hembra, 2 afios, 2 meses - 48 c c
8 P 1520 Hembra, 2 afios, 7 meses - 62 c c
9 P 1552 Hembra, 5 meses - 69 c c
10 P 1616 Hembra, 3 afios, 2 meses - 65 c c
11 N 909 Hembra, 1afo, 7 meses - 84 n n
12 N 910 Hembra, 1afo, 6 meses - 92 n n
13 N 988 Macho, 3 afios, 4 meses - 104 n n
14 N 989 Macho, 5 afios, 1 mes - 100 n n
15 156834 Macho, 7 anos, 11 meses - 154 n n
16 156854 Hembra, 2 meses - 109 n n
17 P 1519 Hembra, 4 meses 77 n n
18 105960 Macho, 2 anos, 2 meses - 127 n n
19 Txxx Macho castrado, 2 afios, 6 meses - 110 n n
20 P 1943 Macho, 1 afio, 1 mes - 87 n n
21 158120 Macho castrado, 1 afo, 9 meses - 98 n n
22 148756 Macho, 7 anos, 4 meses - 150 n n

“ Portadora confirmada, madre de los nimeros 4y 5

b Sangrado grave después de intervenciones quirurgicas y heridas menores, sangrado espontaneo ocasional.

°n = normal, ¢ = portadora, a = afectado.

Tabla 3

Caracteristicas predichas por ProSite para dominio de tripsina:

DISULFID 243 259 Por similitud [condicién: C-x*-C]

ACT_SITE 258 Sistema de reguladores de cargas (por similitud) [condicion: H]
[grupo: 1]

ACT_SITE 306 Sistema de reguladores de cargas (por similitud) [condicién: D]
[grupo: 1]

DISULFID 373 387 Por similitud [condicién: C-x*-C]
DISULFID 398 426 Por similitud [condicién: C-x*-C]

ACT_SITE 402 Sistema de reguladores de cargas (por similitud) [condicion: S]
[grupo: 1]

Caracteristica ausente: DISULFID 342 408 Por similitud [condicién no cierta:
C-x*-C]
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Tabla 4
Cebador Sec ID N.°: Secuencia (5'—3') Union Temperatura de
fusion

cFIXg-for-1 4 TGTGTCACTTCCGGCTTCAG Intrén 1

cFIXg-rev-1 5 TCTACAGCTAGAAGACAAGCATAC Intron 2 58 °C
cFlXg-for-2 6 GATAAATTGGCTTTGGGATTACTTGG Intron 2

cFIXg-rev-2 7 GTACTTTGCATCTGAAGAACATTACG Intrén 3 58 °C
cFIXg-for-3 8 GCAGTTTTGAAGAAGCACGGG Exon 2

cFIXg-rev-3 9 IACACAGAGAAAAGATACCTAATTCTCA Intrén 4 58 °C
cFIXg-for-4 10 IAAGACAGGGGCATCCCATAATC Intrén 4

cFIXg-rev-4 11 CTTCCATTAAGTGTTCCTTACCAC Intrén 5 58 °C
cFIXg-for-5 12 CTCCCAAGCCTCTTTCCATG Intrén 5

cFIXg-rev-5 13 CAAACAGGGTTTATGAAAGTATGTGAAC Intrén 6 58 °C
cfix-g-6-for 14 CCGCTTGCCAATGAAAAATA Intrén 6

cfix-g-6-rev 15 CTCTGGGCTCCAGTTTTGAC Intrén 7 58 °C
cFIXg-for-7 16 IACACCCCTGCCTATCAACAG Intrén 7

cFIXg-rev-7 17 GCTCCTCTAGCATTAGCCC Intrén 8 58 °C
cFIXg-for-8 18 CCTTGGCAAATACGTTTATGTGTAAG Intrén 8

cFIXg-rev-8 19 TCATGGAAGCCAGCACAGAAC Exon 8 58 °C
cfix-g-9-for 20 TTCCTCAAATTTGGGTCTGG Exon 8

cfix-g-9-rev 21 CCTAAACGTGTCAACCTTGGA Exon 8 58 °C

Listado de secuencias

<110> LABOKLIN GmbH & Co. KG

<120> Prueba genética para predisposicion genética de hemofilia B en perro crestado rodesiano

<130> Documento W/LAO-006-EP-2

<160> 21

<170> PatentIn version 3.5

<210>1

<211> 3080

<212> ADN

<213> Canis familiaris

<220>

<221>gen

<222> (1)..(3080)

<223> F9
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factor de coagulacion IX

ID de gen: 404015

<220>

<221> CDS

<222> (22)..(1380)

<223> /protein_id="NP_001003323.1" /db_xref="Gl:50979168"
/db_xref="GenelD:404015"

<220>

<221> mutacion

<222> (752)..(752)

<223> G= tipo silvestre; A= hemofilia B
<400> 1

aagcagcgcec tgaataggat ¢ atg gca gaa gca tcg
Met Ala Glu Ala Ser

tgc ctt tta g?a tat cta ctc agt gcc gaa tgt
Cys Leu Leu Gly Igr Leu Leu Ser Ala ggu Ccys

Cgt gaa aat gcc acc aaa att ctg agt cgg cca
Arg Glu Asn Ala Thr Lys Ile Leu Ser Arg Pro
30 35

g?t aaa ctg gaa gag ttt gtt cga g?g aac ctt
Gly Lys Leu Glu Glu Phe val Arg Gly Asn Leu
45 50

gaa gaa aag tgc agt ttt gaa gaa gca cgg gaa
Glu gAU Lys Cys Ser Phe g;u Glu Ala Arg Glu

gaa aaa acc act gaa ttt tgg aag caa tat gtt
Glu Lys Thr Thr Glu Phe Trp Lys Gln Tyr val
75 80 85

gaa tcc aat cca tgt tta aat gac g?t gta tgc
Glu Ser Asn Pro Cys Leu Asn Asp Gly val Cys

10

gca
Ala

aag
Lys

gag
Glu

gtt
val
70

gat
Asp

aag
Lys

ctc
Leu

gtt
val

agg
Arg

aga
Arg
55

ttt
Phe

gga
Gly

gat
Asp

gtc
val

ttt
Phe

tat
TYyr
40

gaa
Glu

gaa
Glu

gat
Asp

gac
Asp

acc
Thr

ctt
Leu
25

aat
Asn

tgt
Cys

aac
Asn

caa
Gln

att
Ile

gtc
val
10

gat
Asp

tca
ser

ata
Ile

act
Thr

tgt
Cys
90

aat
Asn

51

99

147

195

243

291

339
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95 100 105
tcc tat gaa tgt tgg tgt cga gct g?a ttt gaa g?a aag aac tgt gaa 387
Ser Tyr Glu Cys Trp Cys Arg Ala Gly Phe Glu Gly Lys Asn Cys Glu
110 115 120
tta gat gta aca tgc aac att aag aat g?c aga tgc aag cag ttt tgt 435
Leu Asp Val Thr Cys Asn Ile Lys Asn Gly Arg Cys Lys GIn Phe Cys
125 130 135
aaa ttg g?c ccc gat aac aag gtg gtt tgt tcc tgt act acg g?a tac 483
Lys Leu Gly Pro Asp Asn Lys Val val Cys Ser Cys Thr Thr Gly Tyr
140 145 150
caa ctt gcg gaa gac caa agg tcc tgt gaa cca gca gtg cca ttt cca 531
GIn Leu Ala Glu Asp GlIn Arg Ser Cys Glu Pro Ala val Pro Phe Pro
155 160 165 170
tgt g?a aga gtt tct gtc cct cac att tct atg aca cgc acc cgt gct 579
Cys Gly Arg val Ser val Pro His Ile Ser Met Thr Arg Thr Arg Ala
175 180 185
gaa act ctt ttt tcc aat atg gac tat gaa aat tca act gaa gt? gaa 627
Glu Thr Leu Phe Ser Asn Met Asp Tyr Glu Asn Ser Thr Glu val Glu
190 195 200
aaa att ttg gat aac gtc acc caa ccg ctt aac gac ttc act cga gtt 675
Lys Ile Leu Asp Asn val Thr Gln Pro Leu Asn Asp Phe Thr Arg val
205 210 215
gtt ggt g?a aaa gat gcc aaa cca ggt caa ttc cct tgg cag gtc ctt 723
val Gly Gly Lys Asp Ala Lys Pro Gly GIn Phe Pro Trp Gin Vval Leu
220 225 230
ttg aat g?g aaa gtt gat gca ttc tgc g?a g?t tcc atc atc aat gaa 771
Leu Asn Gly Lys val Asp Ala Phe Cys Gly Gly Ser Ile Ile Asn Glu
235 240 245 250
aaa tgg gtg gta act gca gcc cac tgt att gag cct gat gtt aaa att 819
Lys Trp val val Thr Ala Ala His Cys Ile Glu Pro Asp val Lys Ile
255 260 265
acc ata gtt gca ggt gag cat aac acc gag aag agg gaa cat aca gag 867
Thr ITe val Ala Gly Glu His Asn Thr Glu Lys Arg Glu His Thr Glu
270 275 280
cag aag cga aac gtg att cgc act att ctt cac cac agc tat aat gca 915
GIn Lys Arg Asn Val Ile Arg Thr Ile Leu His His Ser Tyr Asn Ala
285 290 295
act att aat aag tac aac cat gac atc gcc ctt ctg gaa ctg gat gag 963
Thr Ile Asn Lys Tyr Asn His Asp Ile Ala Leu Leu Glu Leu Asp Glu
300 305 310
ccc tta acg ctg aac agc tat gta aca cct att tgc att gct gac agg 1011

Pro Leu Thr Leu Asn Ser Tyr val Thr Pro Ile Cys Ile Ala Asp Arg

315 320 325 330
gaa tac tcg aac atc ttc ctc aaa ttt g?g tct g?c tat gtg agt ggc 1059
Glu Tyr Ser Asn Ile Phe Leu Lys Phe Gly Ser Gly Tyr val Ser Gly
335 340 345
tgg g?g aga gtc ttc aac aaa g%g cga tcg gct tca att ctt caa tac 1107
Trp Gly Arg val Phe Asn Lys Gly Arg Ser Ala Ser Ile Leu GIn Tyr
350 355 360
ctt aaa gtt cca ctt gtt gac cga gcc acg tgc ctt cgg tcc acg aag 1155

Leu Lys Vval Pro Leu Val Asp Arg Ala Thr Cys Leu Arg Ser Thr Lys
365 370 375

11
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ttc acc att tat aac aac atg ttc tgt gct g?c ttc cat gag g?a g?t 1203
Phe Thr Ile Tyr Asn Asn Met Phe Cys Ala Gly Phe His Glu Gly Gly
380 385 390

aaa gat tca tgc cag g?c gat agt g?g g?a ccc cat gtc acc gaa gta 1251
Lys Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro His val Thr Glu val

395 400 405 410

gaa g?c ata agt ttc tta act g?g att att agc tgg g?t gaa gag tgt 1299
Glu Gly Ile Ser Phe Leu Thr Gly Ile Ile Ser Trp Gly Glu Glu Cys

415 420 425
gcg atg aaa g?g aag tat g?a ata tat acc aag gtg tcc cgg tat gtc 1347
Ala Met Lys Gly Lys Tyr Gly Ile Tyr Thr Lys val Ser Arg Tyr Vval
430 435 440
aac tgg att aaa gaa aag acg aag ctc acc taa agaataatgt atttccaagg 1400
Asn Trp Ile Lys Glu Lys Thr Lys Leu Thr
445 450

ttgacacgtt tagggtagaa aatggacaag gtcctttact aactaatcac tttttttatc 1460
tctttagatt tgcactatat acattctctg catactgctt tttctctttc tggggagaaa 1520
tctatctaga attcctattt tactagacta agtgaattag aaaatgtaat cactacggga 1580
atgtactgtg atgggacttg tgaccactcc cacaggtcta gcccttggca ccattgtgag 1640
gttaggttat tcctccgtcc cgtcagtgtt aagtttctcc actggggcaa ctccctgatt 1700
ctccctectt ggcagcattc catgttccag acctttctta cctttcccat ggaaagcatc 1760
atcaaaatgt gttagatcta catccaggat atttgatcta gttcagaaca agtctaacac 1820
ctcacttgtt aaggaagaac acaggagcaa ctgacaggtt gcaactcacc agaaaacact 1880
atttcctttt ctgtatgctt attcctgctt ccttatctct tctgtttcct aatcctgaaa 1940
tcagtgtctc tctttctctt tctctctctc tttttcctac agaggtttaa aggagggaag 2000
ggacacatca tgctgtttta ctactgtcca cagttataca tgtctatcaa acccagactt 2060
gctttcagtt tggtctttga cttgcttttc ggagcatagg gatgaagcca ggtgcctgaa 2120
gaccttcagg aaaatttgtc tgaaagagtc atgttactga aatacatggc atcgtggaag 2180
gaatgaccga cccatcagaa tacgtccaat aagcatttgt aattgtgttg tgatagaggt 2240
aactaagaag agtgacatca actcctgcgt ctcatccccc atgtgaaaaa actgtgaact 2300
aaaagagaac agccagtgtg caacgtagaa ctagtagagt cttaaggaag aattcattyg 2360
tgggtctcca gtactggccg gagctaagga agaagttgcc ctcgaccaaa gaacatgagc 2420
accctgtctc ttaaactagc atgtccccac agtggagaag gatgtactgg tggcttaaag 2480
gcatgagtca ggggtgtctg ggtggctcag tggttgagcc tttggctcag ggcatgatcc 2540
cagcgtcctg ggattgagtc ccgcatcagg cttcctgcag ggggcctget tctccctctg 2600
cttatgtctc tgcttctctg tgtgtgtgtg tgtgtctctc atgaaaaaaa taaataaaat 2660
ctttaaaaaa aaaaaaggta tgagtcattc cagtgagcca tctcactccc cctittctgg 2720
tttcaggttc tctaggcaac cttttgatta taattaggcc ttccatattg aattttctaa 2780
agagttgctg accaacctct gcatgtactt tagtgtgtta ggctggctcc ctttatgaat 2840

12
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taataaactg ttgttctggt tgatactgta gctttttgtg aatgtggctg atgtgaatca

gtcatcccac atgttgttat atatgagact actgacaaaa tcatgtttgg gaccactttg

acctgaccaa gctgctgect tcacctcacc cccagccagg catttacttt agtccttcaa

atattaagta ccaataaatg tcttttcaaa tttcaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210>2
<211> 452
<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 2

Met
1

Leu
Ile
val
Glu
65

Trp
Ash

Arg

Ile

Arg
Pro
Met

Thr

Ala

Ser

Leu

Arg

50

Glu

Lys

Asp

Ala

Ser

His

Asp

Gln

Glu

Ala

Ser

Gly

Ala

GlIn

Gly

Gly

Asn

val

Cys

Ile

Tyr

Pro

Ala

Glu

20

Arg

Asn

Arg

Tyr

val

100

Phe

Gly

Cys

Glu

Ser

180

Glu

Leu

Ser

Ccys

Pro

Leu

Glu

val

85

Cys

Glu

Arg

Ser

Pro

165

Met

Asn

Asn

Gly

Ala

Lys

Glu

val

70

Asp

Lys

Gly

Cys

Thr

Ser

Asp

Leu

val

Arg

Arg

55

Phe

Gly

Asp

Lys

Lys

Thr

val

Arg

Thr

Phe

val Thr

Phe Leu

25

Tyr Asn

Glu Cys

Glu Asn

Asp G1n

Asp Ile

105
Ash Cys
120
Gln Phe
Thr Gly
Pro Phe
Thr Arg
Glu val
200

Thr Arg

13

val

10

Asp

Ser

Ile

Thr

Asn

Glu

Cys

Tyr

Pro

170

Ala

Glu

val

Cys

Arg

Gly

Glu

Glu

75

Glu

Ser

Leu

Lys

Gln

155

Cys

Glu

Lys

val

Leu

Glu

Lys

Glu

60

Lys

Ser

TYr

Asp

Leu

140

Leu

Gly

Thr

Ile

Gly

Leu

Asn

Leu

45

Lys

Thr

Asn

Glu

val

125

Gly

Ala

Arg

Leu

Leu

205

Gly

Gly
Ala
30

Glu
Cys
Thr
Pro
Cys
Thr
Pro
Glu
val
Phe
190

Asp

Lys

Tyr

15

Thr

Glu

Ser

Glu

Trp

Ccys

Asp

ASp

Ser

175

Ser

Asn

Asp

Leu

Lys

Phe

Phe

Phe

80

Leu

Cys

Asn

Asn

Gln

160

val

Asn

val

Ala

2900
2960
3020
3080



<210>3

Ala

His

Arg

His

305

Tyr

Leu

Lys

Asp

Met

385

Asp

Thr

Gly

Thr

<211> 452

<212>

PRT

210

"Pro

Phe

His

Asn

Thr

290

Asp

val

Lys

Gly

Arg

370

Phe

Ser

Gly

Ile

Gly
Cys
Cys
Thr
275
Ile
Ile
Thr
Phe
Arg
3

Ala
Cys
Gly
Ile
Tyr

Leu

GlIn

Gly

Ile

260

Glu

Leu

Ala

Pro

Thr

Ala

Gly

Ile

420

Thr

Thr

Phe

Gly

Glu

Lys

His

Leu

Ile

ser

Ala

Cys

Gly

Pro

405

Ser

Lys

ES 2475974 T3

Pro

230

Ser

Pro

Arg

His

Leu

310

Cys

Gly

Ser

Leu

Phe

390

His

Trp

val

215

Trp

Ile

Asp

Glu

Ser

295

Glu

Ile

Tyr

Ile

Arg

His

val

Gly

Ser

Gln

Ile

val

His

280

Tyr

Leu

Ala

val

Leu

360

ser

Glu

Thr

Glu

val

Asn

Lys

Thr

Asn

Asp

Asp

ser

345

Gln

Thr

Gly

Glu

Glu

Tyr

14

Leu

Glu

250

Ile

Glu

Ala

Glu

330

Gly

Tyr

Lys

Gly

val

410

Cys

val

Leu
Lys
Thr
Gln
Thr
Pro
315
Glu
Trp
Leu
Phe
Lys
395
Glu
Ala

Asn

220

Asn

Trp

Ile

Lys

Ile

300

Leu

Tyr

Gly

Lys

Thr

380

Asp

Gly

Met

Trp

Gly

val

val

Arg

Asn

Thr

ser

Arg

val

365

Ile

Ser

Ile

LysS

Ile
445

Lys

val

val

Thr

255

Ala

270

Asn

Lys

Leu

Asn

val

350

Pro

TYr

Cys

Ser

Gly

val

Tyr

Asn

Ile

335

Phe

Leu

Asn

Gln

Phe

415

Lys

Glu

Asp

Ala

Glu

Asn

Ser

320

Phe

Asn

val

Asn

Gly

Leu

Tyr

Lys



<213> Canis familiaris

<220>

<221> mutacién

<222> (244)..(244)

<223> G = tipo silvestre; E = hemofilia B

<400> 3

Met Ala Glu
1

Leu

Ile

val

Glu

65

Trp

Asn

Arg

Ile

Lys

145

Arg

Pro

Met

Thr

Lys

Ala

Ser

Leu

Arg

50

Glu

Lys

Asp

Ala

Ser

His

ASp

Gln

210

Pro

Phe

Ala

ser

35

Gly

Ala

GlIn

Gly

Asn

val

Ccys

Ile

TYyr

195

Pro

Gly

Ccys

Ala Ser
5
Glu Cys
20
Arg Pro
Asn Leu
Arg Glu
Tyr val
85

val Cys
100
Phe Glu
Gly Arg
Cys Ser
Glu Pro
165
Ser Met
180
Glu Asn
Leu Asn

Gln Phe

Gly Gly

ES 2475974 T3

Gly

Ala

Lys

Glu

val

70

Asp

Lys

Gly

cys

cys

150

Ala

Thr

ser

Asp

Pro

230

Ser

Leu

val

Arg

Arg

55

Phe

Gly

Asp

Lys

Lys

135

Thr

val

Arg

Thr

Phe

215

Trp

Ile

val

Phe

TYyr

40

Glu

Glu

Asp

Asp

AsSn

120

Gln

Thr

Pro

Thr

Glu
200

Thr

Gln

Ile

Thr

Leu

25

AsSn

Cys

Asn

Gln

Ile

105

Cys

Phe

Gly

Phe

Arg

val

Asn

15

val

10

Asp

ser

Ile

Thr

Glu

Cys

Tyr

Pro

170

Ala

Glu

val

Leu

Glu

cys

Arg

Gly

Glu

Glu

75

Glu

ser

Leu

Lys

Gln

155

Ccys

Glu

Lys

val

Leu

235

LysS

Leu

Glu

LysS

Glu

60

Lys

Ser

Tyr

Asp

Leu

140

Leu

Gly

Thr

Ile

Gly

Asnh

Trp

Leu

Asn

Leu

45

Lys

Thr

Asn

Glu

val

125

Gly

Ala

Arg

Leu

Leu

205

Gly

Gly

val

Gly

Ala

30

Glu

Ccys

Thr

Pro

110

Thr

Pro

Glu

val

Phe

190

ASp

Lys

Lys

val

Glu

ser

Glu

Cys

Asp

Asp

Ser

175

ser

Asn

Asp

val

Thr

Leu

Lys

Phe

Phe

Phe

80

Leu

Cys

Asn

Asn

Gln

160

val

Asn

val

Ala



10

Ala

His

Arg

His

305

Tyr

Leu

Lys

Asp

Met

385

Asp

Thr

Gly

Thr

<210>4
<211> 20
<212> ADN

His

Asn

Thr

290

Asp

val

Lys

Gly

Arg

370

Phe

Ser

Gly

Ile

Cys

Thr

275

Ile

Ile

Thr

Phe

Arg

Ala

Cys

Gly

Ile

TYyr

435

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador cFlxg-for-1

<400> 4

tgtgtcactt ccggcttcag

<210> 5

Ile

260

Glu

Leu

Ala

Pro

Gly

340

Ser

Thr

Ala

Gly

Ile

420

Thr

Thr

20

Glu

Lys

His

Leu

Ile

325

ser

Ala

Cys

Gly

Pro

405

Ser

Lys

ES 2475974 T3

Pro

Arg

His

Leu

310

cys

Gly

Ser

Leu

Phe

390

His

Trp

val

Asp

Glu

Ser

295

Glu

Ile

Tyr

Ile

Arg

375

His

val

Gly

Ser

val

His

280

Tyr

Leu

Ala

val

Leu

360

Ser

Glu

Thr

Glu

Asn

Asp

Asp

Ser

345

Gln

Thr

Gly

Glu.

16

Ile

Glu

Ala

Glu

330

Gly

Tyr

Lys

Gly

val

410

Cys

val

Thr

Gln

Thr

Pro

315

Glu

Trp

Leu

Phe

Lys

Glu

Ala

Asn

Ile

Lys

Ile

300

Leu

Tyr

Gly

Lys

Thr

380

Asp

Gly

Met

Trp

val

Arg

Asn

Thr

Ser

Arg

val

365

Ile

sSer

Ile

Lys

Ile
445

Ala

270

Asn

Lys

Leu

Asn

val

350

Pro

Tyr

Cys

Ser

Gly

val

Tyr

Asn

Ile

335

Phe

Leu

AsSn

Gln

Phe

415

Lys

Glu

Glu

Ile

Asn

Ser

320

Phe

Asn

val

Asn

Gly

Leu

Tyr

Lys
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15

20

25

30

35

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFIXg-rev-1
<400> 5

tctacagcta gaagacaagc atac
<210> 6

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFIXg-for-2
<400> 6

gataaattgg ctttgggatt acttgg
<210>7

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFIXg-rev-2
<400> 7

gtactttgca tctgaagaac attacg
<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFIXg-for-3
<400> 8

gcagttttga agaagcacgg g
<210>9

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFIXg-rev-3

24

26

26

21
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15

20

25

30

35

<400> 9

acacagagaa aagataccta attctca
<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFIXg-for-4
<400> 10

aagacagggg catcccataa tc
<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFlxg-rev-4
<400> 11

cttccattaa gtgttcctta ccac
<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFlxg-for-5
<400> 12

ctcccaagcc tctttccatg

<210> 13

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFIXg-rev-5
<400> 13

caaacagggt ttatgaaagt atgtgaac
<210> 14

<211> 20

<212> ADN

27

22

24

20

28

ES 2475974 T3
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15

20

25

30

35

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cfix-g-6-for
<400> 14

ccgcttgcca atgaaaaata
<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cfix-g-6-rev
<400> 15

ctctgggctc cagttttgac
<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFIXg-for-7
<400> 16

acacccctgc ctatcaacag
<210> 17

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFlxg-rev-7
<400> 17

gctcctctag cattagecc

<210> 18

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFIXg-for-8
<400> 18

ccttggcaaa tacgtttatg tgtaag

ES 2475974 T3
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20

20

19

26

19
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<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cFlxg-rev-8
<400> 19

tcatggaagc cagcacagaa c 21
<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cfix-g-9-for
<400> 20

ttcctcaaat ttgggtctgg 20
<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador cfix-g-9-rev
<400> 21

cctaaacgtg tcaaccttgg a 21

20
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REIVINDICACIONES

1. El gen de factor IX canino aislado de acuerdo con la Sec ID N.°: 1 que tiene una mutacién puntual, en el que el
nucleétido 752 es A en vez de G.

2. Procedimiento de analisis de un genotipo de un perro con respecto de hemofilia B por un ensayo genético para
identificacion de al menos una mutacién puntual en la Sec ID N.°: 1 del genoma del perro, en el que al menos una
mutacién puntual conduce a un intercambio aminoacidico en la posicién 244 de factor IX canino, en el que una
mutacion puntual es una mutacion puntual en nucleétido 752 y en el que la mutacién puntual en nucleétido 752 es una
mutacion puntual, donde el nucleétido 752 es A en vez de G y en el que al menos esta mutacion puntual define el
genotipo del perro con respecto a hemcfilia B.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que la PCR se usa para amplificacion de una region de
Sec ID N.°: 1, que contiene la mutacion puntual del nucleétido 752.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 o 3, en el que el perro es un crestado rodesiano.

5. Procedimiento para la determinacion de la predisposicion genética para hemofilia B de un perro, caracterizado
por el uso del gen del factor IX canino del perro de acuerdo con la Sec ID N.°: 1 que tiene una mutacion puntual en Sec
ID N.°: 1 del genoma del perro, en la que al menos una mutacion puntual conduce a un intercambio aminoacidico en la
posicion 244 del factor Xl canino y en la que una mutacién en un punto es una mutacion puntual, en la que el nucleétido
752 es A en vez de G y en la que al menos esta mutacion puntual determina la predisposicion genética para hemofilia
B del perro.

6. Uso del procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5 para la seleccion de un perro crestado rodesiano para
reproduccion.

21
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