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RESUMEN

En los seres humanos se han descrito mas de 150 osteocondrodisplasias
de las que en una tercera parte se ha determinado el gen responsable y los
procesos involucrados en el desarrollo de estas enfermedades. Mediante analisis
como el mapeo genético o estudios de asociacidn es posible determinar la
participacion de algunos genes en la anormalidad desarrollada. La mayoria de las
osteocondrodisplasias descritas tienen causa en mutaciones en la secuencia de
nucleétidos de los genes que codifican para proteinas de la matriz cartilaginosa u
ésea que componen el esqueleto. Los estudios de la relacién entre los defectos en
estas proteinas y la enfermedades con que se han relacionado se han hecho
mediante modelos knock out para estas proteinas. El empleo de modelos que
ocurren naturalmente también puede ayudar a mejorar el entendimiento del
desarrollo esquelético y sus defectos. Mediante un estudio clinico, radiolégico e
histolégico, se ha determinado que las razas de perros Basset hound y Dachshund
presentan una osteocondrodisplasia metafisial, con ciertas diferencias entre las
razas. Osteocondrodisplasias metafisiales han sido descritas en seres humanos,
en especial la Condrodisplasia Metafisial tipo Schmid, la cual tiene origen en
mutaciones en regiones codificantes del gen COL10A1 que codifica para la
proteina coladgena tipo X, producida especificamente por los condrocitos
hipertroficos de la placa decrecimiento metafisial.

En este trabajo se intenta establecer si existe una relacion entre colagena X
y la osteocondrodisplasia en estos perros. Para eilo, se determiné la secuencia de
nucledtidos de una de las regiones codificantes del gen que codifica para la
proteina coldgena X con el objeto de detectar mutaciones en alguno de los
dominios para los que codifica. Utilizando DNA gendmico de individuos de las
razas osteocondrodisplasicas Basset hound y Dachshund y de la raza Pastor
aleman cuyo fenotipo es longilineo y por ello se consider6 como patréon de
comparacion, se amplific6 mediante PCR el exén 3 del gen COL10A1. El
fragmento fue clonado en plasmido, que fue posteriormente recuperado de
células bacterianas y usado en reacciones de secuenciacién automatica por el
método de terminaciéon de la cadena por dideoxinucleétidos. El fragmento
amplificado y secuenciado resulté ser de 1868 pb. La secuencia obtenida
comienza dos nucledtidos después del reportado para este exén en humanos y
termina en el codén de paro. Mediante comparacion de la secuencia de
nucledtidos se encontré que en el Basset hound existe la delecién de un
nucledtido C en la posicién 112 (nt 7056; Thomas et al, 1991), en tanto en el
Dachshund existe la delecion de los nucledtidos A 448 y G 449 (nt 7392 y 7393,
Thomas et al, 1991), ambas en la secuencia que codifica para la hélice de la
proteina. La traduccion teérica de las secuencias mutadas del exén 3 en estos
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perros, indica que las proteinas serian anormales ya que esta mutacién produce
un cambio en el marco de lectura de los codones. Ambas proteinas se presume
serlan truncadas en la hélice colagénica. Aunque, practicamente todas las
mutaciones en el gen de colagena X han sido encontradas en la secuencia que
codifica para el dominio carboxilo terminal, estas nuevas mutaciones dan pie para
una mayor investigacion en aspectos de histoquimica como el rastreo de la
proteina para determinar su participacion en este tipo de enfermedades.

La secuencia del Pastor Aleman también fue comparada con la secuencia
reportada para otras especies como el humano, el bovino y el cerdo. La similitud
que guarda con esas secuencias es en promedio del 86%. Entonces el grado de
conservacion indica la importancia de la proteina en el desarrollo del esqueleto de
los vertebrados, en el cual participa.
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INTRODUCCION

Los avances recientes en biologia celular y genética molecular han permitido
el esclarecimiento de la génesis de muchas displasias esqueléticas. Varias de
estas enfermedades tienen un componente genético importante. Algunas siguen
un patrén de herencia mendeliano (recesivo o dominante) que puede ser seguido
por medio de andlisis genéticos. Uno de estos andlisis con un gran poder de
resolucién es el mapeo genético en el que se establece el patrén de herencia de
un caracter definido y se compara con el patrén de herencia de regiones
cromos6micas altamente variables (marcadores genéticos) en cruzas controladas
en una poblacién de organismos o bien aprovechando las variaciones del DNA
existentes en pedigries, en el caso de humanos. Asl es posible relacionar regiones
cromosémicas definidas (locus) con el fenotipo observado y en un estudio mas
preciso, con el uso de las herramientas de biologia molecular como la clonacién y
secuenciacion, identificar el o los genes presentes en el locus y tratarlos como
candidatos responsables del rasgo de interés.

Otra aproximacién para la determinacion de genes candidatos se puede
hacer mediante el estudio de aquellos genes que se ha identificado que participan
en fenotipos similares de distintos sistemas biolégicos. Un ejemplo lo constituye la
relacion entre la mutacion de la proteina colagena tipo X y cierto tipo de displasia
esquelética producida en ratones, relacién que fue establecida en familias
humanas con miembros afectados por un tipo de osteocondrodisplasia (Wallis et
al., 1994).

A la fecha se han encontrado un numero relativamente pequefio de genes
responsables de s6lo algunas de las mas de 170 osteocondrodisplasias descritas
en seres humanos. Protefnas como las del Receptor 3 del Factor de Crecimiento
de Fibroblastos (FGFR 3), Colagena 1, la proteina Oligomérica del Cartilago
(COMP), Colagena IX y Colagena Il se han establecido como causantes de la
Acondroplasia, Hipocondroplasia y Displasia Tanatoférica, de la Osteogénesis
Imperfecta, de la Pseudoacondroplasia, la Osteoartritis prematura y Displasia
Epifisial Multiple y de Displasia Espondiloepifisial y de Displasia Kniest
respectivamente. Tales enfermedades se deben a mutaciones en la secuencia de
nucledtidos de los genes que codifican a las proteinas antes mencionadas.

Dichos genes estan involucrados en el desarrollo de estructuras éseas del
esqueleto. Su participacién es localizada principaimente en la conformacién del
cartilago que serd reemplazado por tejido 6seo en una cascada de eventos
coordinados con precisién, en la que 1a sucesion de tipos celulares y expresion
espacio-temporal de genes conduce finalmente a la formacién y crecimiento de los



huesos. Estos genes son una muestra de todos los genes que se han propuesto
como responsables de osteocondrodisplasias y cuya actividad ha sido resueita.

Pero atin quedan muchos otros genes candidatos de los que atin no se ha
dilucidado por completo su participacion; por ejemplo existe evidencia de que la
expresion del gen tranforming growth factor B (TGF-) esta asociado con la
diferenciacién de condrocitos en la osificacion, ya que la reduccion en los niveles
de este factor esta asociada con la disminucion de condrocitos hipertréficos en
condrodisplasia en aves (Law et al., 1996). Del mismo modo la proteina
parathyroid hormone-related peptid (PTHrP), que se expresa en el pericondrio, se
ha demostrado que actua principalmente como un factor paracrino que promueve
la elongacién de hueso endocondral retardando el paso de condrocitos en
desarrolio a diferenciacién terminal en la placa de crecimiento (Lee et al., 1996) y
que su sobre-expresion esta relacionada con la condrodisplasia tipo Jansen (Weir
et al., 1996). Sin embargo, aun no se ha establecido una relacién especifica entre
alguna anormalidad natural en estos genes (mutacién o fallo en su expresiéon) y la
disrupcion del desarrollo de la placa de crecimiento metafisial.

Tales genes candidatos son sujetos factibles a analisis molecular para el
esclarecimiento e incluso la diagnosis de osteocondrodisplasias, sin embargo, la
baja disponibilidad de material biol6égico humano limita la obtencion de informacion
que ayude al entendimiento de la regulacién del desarrollo esquelético. Con el uso
de modelos biolégicos alternativos es posible el estudio de tales patologias, con
las debidas precauciones que se imponen por las diferencias en la macro-
organizacién de! esqueleto entre estos modelos animales y el ser humano.

El perro (Canis familiaris) podria constituirse como un modelo biolégico de
estudio del esqueleto debido a que esta especie es morfolégicamente la mas
diversa entre los mamiferos y aun entre los vertebrados. Una gran cantidad de
razas refleja la extensiva seleccién artificial que se ha hecho desde hace cerca de
135,000 afios, en el que las variaciones en conformacién de craneo y de
extremidades han permitido seleccionar ciertos rasgos que se han logrado
perpetuar y que dan las caracteristicas a cada raza.

Las osteocondrodisplasias también afectan a los perros, pero los casos que
se presentan son relativamente pocos, ademas los andlisis muestran variaciones
en las caracteristicas patolégicas por lo que los estudios realizados son minimos y
no existe una delimitacion clara sobre cada caso; sin embargo, se han descrito
caracteristicas histopatolégicas en humanos que en los pocos casos estudiados
en perros muestran cierta similitud, por lo que es posible que genes que se
encuentran involucrados en las alteraciones esqueléticas de los seres humanos,
se encuentren también involucrados en estos perros. Aunque también cabe la
posibilidad que otros genes aun no descritos, que regulan el desarrolio éseo en
mamiferos, sean los responsables de las caracteristicas esqueléticas de estas
razas.



Por tal motivo, es importante investigar las bases genéticas y moleculares del
desarrollo esquelético y la regulacién del crecimiento en esta especie, esto podria
facilitar el entendimiento de algunas de las diferentes osteocondrodisplasias del
esqueleto que se presentan en los humanos.

Los esfuerzos en caracterizar de manera sistematica las patologias en perros
comienzan a incrementarse, principalmente por que se ha comenzado a reconocer
que el control de enfermedades hereditarias puede tener un impacto econémico
positivo para los criadores, como lo muestran los programas de eliminacion de
enanismo en el Alaska Malamute.

I. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Las osteocondrodisplasias en perros no han sido estudiadas
sistematicamente y debido a ello no existe una clasificacion clara de estas
enfermedades caninas como la que existe en los seres humanos. Sin embargo,
una caracteristica comun en los perros afectados es un acortamiento y
ensanchamiento diafisial de los huesos largos, y en ocasiones, alteraciones de las
vértebras y del craneo. Esto se manifiesta principalmente como enanismo
desproporcionado, es decir, una disparidad entre el crecimiento de extremidades y
el resto del cuerpo.

Existen pocos reportes de osteocondrodisplasias esporadicas en perros
como el Poodle miniatura, Alaska Malamute, Elkhound Noruego, Gran Pirineos,
Beagle, Cobrador de Labrador entre otros (Sande and Bingel, 1982; Everts et al.,
2000). En algunos casos estas osteocondrodisplasias caninas son similares a un
tipo definido de displasia esquelética reportada en seres humanos, pero en otros
casos se asemejan a mas de una.

Por otro lado, en los perros existen algunas razas que debido a la seleccién
de las que han sido objeto, mantienen una conformacion del esqueleto con
caracteristicas que recuerda a las osteocondrodisplasias que existen entre los
seres humanos. A estas razas se les denomina acondroplasicas (término que no
define bien las caracteristicas esqueléticas de estos perros) y en este grupo estan
situados el Bulldog, Basset hound, Dachshund y otras similares. Se considera por
el comun de criadores que los rasgos de estas razas de perros no son patolégicos
y debido a eso no existen estudios clinicos, bioquimicos ni genéticos profundos y
por supuesto los genes que participan en el fenotipo no han sido identificados auin.



Los perros como el Basset hound y el Dachshund se caracterizan por tener
las patas extremadamente cortas y el resto del cuerpo normal. Son pocos los
estudios clinicos realizados en estas razas (Stigen and Christensen,1993) pero no
se ha definido claramente las caracteristicas patolégicas presentes.
Recientemente Martinez (2002) realizé un estudio clinico en estas dos razas en el
que los datos radiograficos y de histologia indican una osteocondrodisplasia
metafisial caracterizada por un enanismo tipo rizo-mesomélico, con alteraciones
epimetafisiales en el Basset hound y espdndilometafisiales en el Dachshund.
Estas razas tienen severo acortamiento proximal y medial de los huesos que
forman a las extremidades. La examinacion de la placa de crecimiento metafisial
mostré una zona de condrocitos proliferantes irregular y separados por septos
densos y abundantes de apariencia fibrilar en el Basset hound, en tanto en el
Dachshund los condrocitos proliferantes se arreglan en grupos. La caracteristica
mas sobresaliente en ambas razas es la escasa cantidad de condrocitos y
cartilago hipertrofico y la ausencia de cartilago en degeneracion. Estas razas de
perros no muestran cambios significativos en la columna vertebral ni en el craneo.

El tipo de osteocondrodisplasia que distingue a estos perros es semejante a
un tipo de osteocondrodisplasia metafisial descrita en seres humanos, que se
caracteriza por acortamiento de las extremidades, piernas curvadas, coxa vara
(reduccion en el angulo entre el cuello femoral y el eje dseo), ensanchamiento de
las metafisis de huesos largos y cuya ausencia de cartilago hipertrofico en la placa
de crecimiento metafisial es notable.

Esta enfermedad esta relacionada con numerosas mutaciones en el gen
COL10A1 (que codifica para la colagena tipo X) y se presentan en el exén mayor,
principalmente en una regién codificante para el dominio carboxilo terminal
(Warman et al., 1993; Mcintosh et al.,, 1994; Dharmavaram et al., 1994; Walis et
al., 1994; Pokharel et al., 1995; Mcintosh et al., 1995; Bonaventure et al., 1995;
Chan et al., 1995; Kwan et al,, 1997; Chan et al.,, 1998; lkegawa et al., 1998;
Sawai et al.,, 1998; Matsui et al., 2000; Nielsen et al., 2000), aunque también se
han descrito mutaciones en otras regiones del gen (lkegawa et al., 1997). Estas
mutaciones producen defectos en la biosintesis y organizacion molecular de la
colagena tipo X que estan involucrados en las osteocondrodisplasias que afectan
a la placa de crecimiento primario.

Se ha producido evidencia directa para la asociacién entre mutaciones en la
colagena tipo X y las anormalidades en la placa de crecimiento, por estudios de
modelos de ratones transgénicos que muestran anormalidades que guardan
similitud con ciertos tipos de osteocondrodisplasias humanas. Para probar el papel
de la colagena tipo X en la morfogénesis esquelética, Jacenko et al. (1993a,
1993b, 1996) generaron ratones transgénicos que expresan una variante
deficiente de la colagena X que consisti®6 en un cDNA aviar con deleciones en
marco dentro del dominio helicoidal, tanto de 21 o 293 aminoacidos. Los productos
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transgénicos fueron disefados para crear un fenotipo de interferencia dominante
para la colagena tipo X, de modo que la funcién de la proteina endégena pudiera
ser anulada debido a la competencia por la trimerizacion de una variante
invalidada.

La expresién de los productos en el cartilago hipertréfico del ratén resulté en
defectos hematopoyéticos. Los elementos esqueléticos producidos por osificacion
endocondral, tal como los huesos largos, vértebras, condilos y mandibula fueron
afectados. Los fenotipos variaron de letal a enanismo variable. El grado de
enanismo varié de severo (un tercio del tamafio y peso de un ratén normal) a
levemente distinguible. Mediciones histologicas revelaron compresion de la placa
de crecimiento, especificamente de la zona de cartilago hipertrofico (a -45%),
donde los condrocitos hipertréficos fueron reducidos tanto en tamafio como en
numero; ademas de que la trabécula metafisial (compuesta de nicleos de
cartilago hipertréfico con tejido 6seo recién depositado) fue también
significativamente disminuida. Las zonas de condrocitos en reposo y condrocitos
proliferantes a menudo aparecen menos afectadas. Examenes ultraestructurales
revelaron anormalidades en la distribuciéon de componentes de la matriz (Jacenko
et al., 2001).

La relaciéon entre la condrodisplasia metafisial y diversas mutaciones en el
gen codificante para la colagena tipo X encontradas en pacientes afectados, y los
diversos experimentos de mutacién dirigida sobre esta proteina que producen
osteocondrodisplasias metafisiales en modelos animales, permiten proponer que
mutaciones en regiones del gen codificante de la colagena tipo X, pueden estar
involucradas en el fenotipo osteocondrodisplasico de razas como el Basset hound
y Dachshund.

El estudio de este gen puede ayudar a entender por una parte, las relaciones
entre varias osteocondrodisplasias en humanos y algunas osteocondrodisplasias
animales y proveer datos que ayuden en un diagndstico exacto de estas
enfermedades. Por otro lado, ayudaran a entender los procesos normales del
desarrollo 6seo en vertebrados, especialmente en mamiferos.

1.2. Caracteristicas de la colagena tipo X

El gen que codifica a la colagena tipo X (COL10A1) en todos los vertebrados
estudiados (ave, bovino, humano y ratén) a diferencia de otros genes que
codifican a otras colagenas, estd compuesto por tres exones (LuValle et al., 1988;
Thomas et al., 1991; Reichenberger et al., 1992; Apte and Olsen, 1993; Kong et
al., 1993), como se muestra en la figura 1. Los estudios en el ratén indican que el
primer exdn contiene una secuencia corta no traducida y tres posibles sitios de
iniciacion de transcripcién los cuales aparentemente funcionan de manera



alternada, ya que en ensayos de transfeccion con genes reporteros se han
encontrado tamanos de 63, 62 y 40 pb para el exén 1 (Kong et al., 1993). Entre el
exon 1 y el 2 se encuentra un intrén de aproximadamente 550 pb. El exén 2 de
169 pb se transcribe en 15 pb de secuencia no traducida, 51 pb que codifican para
el péptido sefal y la mayor parte (100 pb) del dominio amino terminal. El segundo
intrén tiene un tamaio de entre 2.4 y 3.0 kb y separa al exén 3 que posee un
tamarnio de 2.9 kb. Este exén se transcribe en 14 pb que codifican para parte del
dominio amino terminal, el dominio colagénico completo de 1389 pb, el dominio
carboxilo terminal (NC1) de 483 pb (que incluye al codén de paro) y una region no
traducida de 1054 pb en el humano y 965 pb en el ratén. Incluye también 2 sitios
potenciales de poliadenilacion.

axon 1 axan 2 1690 pb exon 3 2040 pb
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Figura 1. Organizacién esquematica del gen COL10A1. Se muestran el mMRNA
transcrito y la proteina

La regulacién del gen codificante de la coldgena tipo X esta dada por dos
secuencias consenso TATA, aproximadamente en las posiciones —270 y —110 del
primer codén ATG. Aparentemente, la caja TATA mas proxima es preferentemente
usada (Apte and Olsen, 1993). Ademas, cerca de la regién control se han
encontrado sitios potenciales de unién de multiples reguladores (factores de
transcripcion y represores) como proteinas homeobox (MAT a2, NF-A2) y
metabolitos (como el acido retinoico) entre otros, que junto con elementos
transcripcionales presentes aproximadamente 4 kb corriente arriba de la regién
control (Beier et al., 1997), regulan y restringen la expresion del gen COL10A1 a
condrocitos hipertréficos (LuValle et al., 1989, LuValle et al., 1993, Long et al.,
1998, Dourado and LuValle, 1998). La regulacion de este gen es a nivel
transcripcional (Luvalle et al., 1989, Lissenmayer et al,, 1991) y la liberacién del
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péptido sefial antes de la exportacién de la proteina hacia la matriz es
aparentemente la Unica modificacion postraduccional.

El gen que codifica para la colagena tipo X produce una proteina no fibrilar
de cadena corta, formadora de triples hélices compuestas por la misma unidad
proteica (homotrimero) con un peso aproximado de 59 kDa (Schmid and Conrad,
1982a; Schmid and Lisenmayer, 1983; Quarto et a/.,, 1985). Los estudios
bioquimicos (Schmid et al., 1984b) y de secuenciacion (Ninomiya et al., 1986;
LuValle et al., 1988) indican que estd conformada por un dominioc de 38
aminoacidos en su dominio amino terminal (NC2), un dominio triple helicoidal de
463 aminoacidos y un dominio carboxilo terminal (NC1) de 161 aminoacidos en el
ser humano y de 151 en el bovino.

La hélice de colagena tipo X, que es resistente a pepsina, comprende mas
de 2/3 del tamafo de la proteina y tiene 33% de sus residuos como glicina, 25%
como iminoacidos y un alto nivel de hidroxiprolina e hidroxilisina en forma
glicosilada. En bovino (Grant et al., 1985), pero no en otras especies (aves y
humanos), estd estabilizada por puentes disulfuro formados por residuos de
cisteina. Los altos niveles de hidroxilisina explican la alta estabilidad térmica
(47°C) de la proteina (Schmid and Lisenmayer, 1984a; Wagner et al., 2000).

El dominio NC1 es altamente hidrofobico debido a 1a presencia de un grupo
de residuos aromaticos (Dublet et al., 1999; Quarto et al., 1985), contiene todos
los residuos triptéfano, la mayor parte de residuos de tirosina, mas de la mitad de
fenilalanina y metionina y es rico en serina, treonina, valina, isoleucina y leucina.
La mayoria de los aminoacidos en este dominio estdn altamente conservados;
estructuralmente tiene una elevada similitud con los dominios de otras colagenas y
otras proteinas fibrilares triplehelicoidales.

Este dominio es el responsable de la trimerizacidn en la colagena tipo X
(Zhang and Chen, 1999) e incluso de multimerizaciéon al hibridizarlo con otros
motivos protelnicos distintos (Frischholz et al/.,, 1998). NC1 le confiere a la
colagena tipo X una alta estabilidad térmica, demostrada al tratarla bajo
condiciones desnaturalizantes para otras proteinas (altas temperaturas o con
agentes reductores) sin alterar su conformacién nativa (Zhang and Chen, 1999).
En experimentos in vitro con coldgena tipo X purificada se forman “racimos”
multiméricos via NC1: se crean estructuras con un nédulo central de terminales
carboxilo y las hélices radiando hacia fuera y en periodos mayores de incubacion
se crean mallas hexagonales por asociacion lateral de los dominios helicoidales de
“racimos” adyacentes (Kwan et al., 1991), pero no hay evidencia de que esas
estructuras se presenten in vivo.

La organizacién estructural de la colagena tipo X ocurre en dos formas
dentro de la matriz. Una es formando in vivo finos filamentos pericelutares,
asociados a las colagenas tipo II/IX/XI pre-existentes (Schmid and Lisenmayer,
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1990), la otra in vitro, es ensamblada como una malla, asociacién debida
exclusivamente a su dominio COOH" terminal (Frischholz et al., 1998). La
colagena tipo X produce acumulacién de proteoglicanos y aparentemente una fase
estacionaria en la matriz en la que no hay difusién de moléculas grandes, por
ejemplo nueva infiltracion de colagena tipo X exdégena (Chen et al., 1992).

Esta proteina es formada de novo y de modo exclusivo (Kielty et al., 1985;
Schmid and Conrad, 1982b; Schmid and Lisenmayer, 1983; Long and Lisenmayer,
1995) por los condrocitos hipertréficos de la placa de crecimiento metafisiaria de
los huesos que se desarrollan por osificacion endocondral, (Kwan et al., 1986;
Ayad et al., 1987; Summers et al., 1988; Kirsch and von der Mark, 1990; Kirsch
and von der Mark, 1991a; Marriot et al., 1991), costillas y vértebras (Gibson and
Flint, 1985) y en la reparaciéon de fracturas tibiales (Grant et al., 1987) y se ha
encontrado presente también en la placa formadora de dientes.

La osificacién endocondral es iniciada cuando los condrocitos en el centro
del templado de cartitago son estimulados a proliferar y a diferenciarse a través de
estados de maduracién e hipertrofia. El proceso radia hacia fuera con la formacioén
de la placa de crecimiento hacia las partes finales de los huesos largos que separa
la epifisis cartilaginosa distal de la diafisis medial. Los condrocitos dentro de la
placa de crecimiento estan organizados en columnas y la anchura de cada placa .
de crecimiento es mantenida por la proliferacion en el margen epifisial balanceado
por pérdida celular en el margen diafisial. En la regién de hipertrofia celular, la
matriz rodeante y el tejido vascular sufren calcificacion. Los condrocitos
hipertréficos permiten la invasién de osteoblastos y el cartilago es reemplazado
por hueso (Bloom y Fawcett, 1987).

El crecimiento longitudinal de los huesos largos durante el periodo de
desarrollo del individuo, tanto en la etapa fetal como en la infancia y hasta la
adolescencia, es regulado por la presencia de esta placa de crecimiento. Esta
porcion de cartilago permanece entre la epifisis y la metafisis durante la osificacion
de los huesos largos. El constante reemplazamiento de cartilago por hueso es el
fundamento de este crecimiento longitudinal; el espesor de la placa de crecimiento
se mantiene aproximadamente constante, puesto que la proliferaciéon de las
células cartilaginosas es equivalente a la eliminacién de cartilago. Pero cuando se
acerca el final del periodo de crecimiento, la proliferaciéon cartilaginosa disminuye
gradualmente y la placa de crecimiento es eliminada por la formacion constante de
hueso desde el extremo diafisiario del cartilago hasta la parte epifisial. Este
proceso que se denomina cierre de la epifisis, contribuye a que finalmente la
diafisis se una con la epifisis a lo largo de la linea epifisiaria y por consecuencia,
no es posible el posterior crecimiento longitudinal del hueso (Bloom y Fawcett,
1987).

Aunque no se conoce cual es el papel de la colagena tipo X dentro de la
osificacién endocondral, se ha postulado que altera la matriz cartilaginosa
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X tiene dos sitios de corte por colagenasa (Schmid et al., 1986)- para
posteriormente ser sustituida por tejido 6seo. Vesiculas de la matriz que
rapidamente acumulan Ca®' y que estan involucradas en el proceso de
mineralizacién (Kirschand von der Mark, 1991b) tienen aita afinidad transitoria a
las colagenas tipo Il y tipo X, principalmente a los dominios no helicoidales. La
presencia de las colagenas tipo Hl y tipo X intactas es de particular importancia en
la estimulacién de las vesiculas para acumular Ca®*, pero una vez formado un
complejo de las vesiculas con otras proteinas, las colagenas no son ya necesarias

(Kirsch and Wuthier, 1994).

El papel de la colagena tipo X en la osteocondrodisplasia metafisial ain no
es completamente claro. Kwan et al., (1997) sugiere que la colagena tipo X tiene
un papel en la distribucién normal de vesiculas de la matriz y de proteoglicanos
dentro de la placa de crecimiento. Existen reportes que evidencian la importancia
de defectos (mutaciones) del exén 3, especialmente del dominio COOH-terminal,
en la determinacion del fenotipo osteocondrodisplasico en humanos. Se han
estudiado la expresion de mRNA y de la proteina y se han encontrado
sustituciones nucleotidicas que resultan en una terminacién prematura del
polipéptido (Chan et al., 1998). En otros estudios (Chan et al.,, 1996) se han
introducido alteraciones en este dominio como en ia cadena «1(X) en cDNA que
incluyen sustituciones y deleciones, con el resultado de que estas proteinas fueron
incapaces de ensamblarse en homotrimeros al ser expresadas /n vitro. Resultados
similares se han reportado cuando se co-expresan con cDNA normal. La co-
expresion de moléculas mutantes con cDNA normal por transfeccion celutar revela
que la proteina puede no ser secretada de las células, pero tampoco pudo ser
acumulada, sugiriendo la posibilidad de que fue rapidamente degradada (Wilson et
al., 2002). En experimentos con ratones trasgénicos que expresan colagena tipo X
con una delecién en el dominio helicoidal, el fenotipo osteocondrodisplasico
(anatomico e histologico) parece ser resultado de la condicion heterocigética
provocada.



Il. JUSTIFICACION, OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Justificacion

El presente estudio intenta explorar el papel del exén 3 del gen de la
coldgena tipo X en el fenotipo osteocondrodisplasico en razas definidas de perros
(Canis familiaris) como el Basset hound y el Dachshund. En este proyecto se ha
propuesto al gen que codifica para la colagena tipo X (COL10A1) como un gen
candidato responsable de osteocondrodisplasi metafisial debido a las
caracteristicas clinicas e histolégicas encontradas en estas razas de perros, las
cuales guardan similitudes con ciertas osteocondrodisplasias metafisiales que se
presentan en humanos.

La eleccién del gen codificante de la coldgena tipo X se debe a los
numerosos reportes de mutaciones en la secuencia del gen en pacientes con
osteocondrodisplasia metafisial y a los diversos experimentos en los que
mutaciones creadas en la molécula producen alteraciones en el desarrollo 6seo de
animales modelo gue asemejan osteocondrodisplasias metafisiales.

Asli, se desea determinar si existen diferencias en la secuencia de bases de
las regiones codificantes del gen de la colagena tipo X (exén 3) en las razas de
perros con fenotipo osteocondrodisplasico Basset hound y Dachshund al
compararlas con !a raza Pastor Aleman cuyo fenotipo es longilineo, y con ello
generar informacién que permita delinear metodologias de estudio que ayuden a
entender las causas de displasias 6seas que afectan a estas razas de perros.

La presencia de mutaciones en este gen permitirdA desarrollar ensayos

funcionales de la molécula para definir su participacién en el acortamiento de los
huesos largos en las razas de perros como el Basset hound y el Dachshund.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

Obtener la secuencia de nucledtidos de una region codificante del gen de la
colagena tipo X (COL10A1) en perros de razas Basset hound, Dachshund y Pastor
Aleman.



2.2.2. Objetivos particulares

Amplificar y clonar el exén 3 del gen que codifica para la colagena tipo X en
las razas osteocondrodisplasicas Basset hound y Dachshund y en la raza con
fenotipo longilineo Pastor Aleman.

Determinar la secuencia de nucleétidos mediante el método de terminacion
de la cadena por dideoxinucleétidos de los fragmentos obtenidos por PCR.

Establecer mediante alineacion de las secuencias obtenidas para cada raza,
si existen diferencias en la secuencia de nucledtidos del exén 3 del gen que
codifica para la colagena tipo X.

Establecer la homologia y el grado de similitud de la secuencia nucleotidica
de la region codificante del exén 3 de colagena tipo X entre el perro y otros
vertebrados.

2.3. Hipé6tesis

Existen mutaciones en el gen que codifica para la coldgena tipo X (COL10A1)
en las razas de perros con fenotipo osteocondrodispiasico (Basset hound y
Dachshund) que no existen en razas de perros con fenotipo longilineo (Pastor
Aleman).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Razas estudiadas y extraccion de DNA gendémico de perros

Para el estudio se obtuvo DNA a partir de sangre o tejido hepatico de 1
individuo de tres razas distintas de perros: Pastor Aleman, Dachshund y Basset
hound. La primera raza considerada con fenotipo longilineo y las uitimas dos razas
son consideradas osteocondrodisplasicas, de acuerdo a las caracteristicas clinicas
descritas en estas razas (Martinez, 2002).

Para la extraccién de DNA de linfocitos (Apéndice 1), se emplearon de 0.5 a 2
mi de sangre periférica preservada en EDTA. También se extrajo DNA a partir de
5 gr de tejido (Apéndice Il), esto utilizando principalmente higado de perros
sacrificados de las razas antes descritas. EI DNA se cuantificé por fluorometria
usando el colorante 33258 de Hoestch, en un fluorémetro DyNA Quant 200,
Hoefer.

3.2. Reacciones de PCR

El exén 3 del gen COL10A1 (1868 pb en el humano) fue amplificado
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR: Polimerase Chain
Reaction) que codifica para una parte del dominio amino terminal, los dominios
helicoidal y carboxilo terminal de la proteina colagena tipo X. Ef ex6n contiene una
region 3’ no traducida, la cual no fue amplificada.

En la amplificacién se usaron un par de iniciadores degenerados disefiados a
partir de secuencias reportadas para el gen del humano y del bovino (Thomas et
al., 1991). Estos son: el iniciador ColX2F 5' TAK CAS TRA GAG GAG AGC AA 3,
que se asienta al inicio de la region 3' del exén que codifica para la hélice
colagénica; y el iniciador ColX4R 5' TCA CAT TGG AGC CAC YAR GAA 3', que
se asienta en la regién 3' codificadora del dominio carboxilo terminal y que termina
en el codon de paro. Como molde se usé el DNA de un individuo de las tres razas
de perros: Basset hound, Dachshund y Pastor Aleman.

La PCR se realizé6 en 20 ul conteniendo amortiguador (10 mM Tris-HCI pH
8.4; 50 mM KCl, 10 ug/m! de gelatina), 2 mM MgCly; 0.15 mg/ml BSA, 1% Triton X-
100, 0.2 mM DNTP's, iniciadores a 1 uM cada uno, 0.5 U de DNA Taq Polimerasa
y 100 ng de DNA. Las reacciones se realizaron en un termociclador Techne mod.
FTGENE2D. Las condiciones para la amplificacién fueron estandarizadas para
lograr producir los fragmentos deseados con la mayor fidelidad, con las
temperaturas descritas en la tabla 1. Con el objeto de clonar, se adicion6é una



“cola” de adeninas al extremo 3' de los fragmentos amplificados mediante una
extension final de 16 min. en las PCR' s.

Tabla 1. Condiciones de temperatura y tiempos para los iniciadores ColX2F y
CoIX4R para la amplificacién del ex6n 3 del gen COL10A1 de perros.

Desnaturalizacién inicial | 94° C durante 3 min.

Desnaturalizacién 94°C durante 30 seg

Hibridacién 59 °C durante 30 seg 30 ciclos
Extensién 72 °C durante 1 min. 30 seg

Extensién final 72°C durante 3 min.

TESIS CUN
3.3. Purificacion de fragmentos FALLA BE ORLGEN

Los fragmentos amplificados por PCR se visualizaron por electroforesis en
geles de agarosa al 0.8% en buffer TBE (0.44 M Tris, 0.44 M acido bérico, 0.01 M
EDTA), con un voltaje de 10 volts/cm; las muestras de PCR se mezclaron con
buffer de carga (25% Ficoll, 0.2 M EDTA, 0.1% azul de bromofenol). Se usé DNA
de Lambda digerido con BstEll como marcador de tamafio molecular. El DNA se
visualizé con luz ultravioleta en un fotodocumentador UVP mod. White/UV TMW-
20 Transiluminator, con una tincion previa en una solucion (5 ug/ml) de bromuro
de etidio durante § min, seguido de un lavado en agua por 5 min.

Los fragmentos producidos se purificaron a partir del gel de agarosa
mediante el método de Boyle y Lew (1995) (Apéndice HI).

3.4. Clonacién de los fragmentos de PCR

3.4.1. Ligacion a pBS/EcoRY y transformacion de células competentes
DH108B

Se usd 50 ng del plasmido de clonacion pBS (digerido con la enzima EcoRV,
y con una “cola” de Timina en los extremos 5’) y 100 a 150 ng del fragmento de
PCR. La ligacion se realizé6 en 20 ul de reaccion con buffer de ligacién para
extremos romos (25mM Tris-HCI pH 7.8, 10mM MgCl4, 4mM ATP, 15% Ficoll
400), 2.5 % Polietilenglicol y 10U de T4 DNA Ligasa. La mezcla se incub6 a 4 °C
por 12 hr.

Para la transformacion se utilizaron 100 pl de células competentes E.coli
DH10B y se mezclaron con 20 ng del producto de ligacién. La transformacion se
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realizé mediante choque térmico (Apéndice V). Todas las células fueron
espatuladas en cajas petri con LB-agar, 100 ug/ml Xgal; 100 ug/ml ampicilina, 100
mM IPTG y llevadas a incubacién por toda la noche a 37°C.

3.4.2. Seleccién y anélisis de colonias transformantes

La seleccion de las colonias transformadas toma ventaja del sistema de
seleccién de color blanco/azul en e} que las células blancas son recombinantes.
Una metodologia rapida, sencilla y precisa consiste en realizar un PCR directo de
las colonias presuntamente positivas. Brevermente: parte de la colonia se tomo6 y
sembré en medio LB agar-ampicilina, el resto fue resuspendido en 100 p! de H,O
dd estéril y lisada a 94 °C por 10 min. De este lisado se tomaron 1 a 2 pl para
realizar un PCR con los iniciadores especificos para el fragmento ligado, bajo las
condiciones o6ptimas (ver “Reacciones de PCR") o bien con los iniciadores que
amplifican el sitio de clonacién. Un PCR con esta caracteristica utiliza los
iniciadores M13 F y M13 R a 1 uM cada uno, las condiciones de amplificacion son
94 °C 3 min. , 30 ciclos a 94 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg, 72 °C por 1 min. 30
seg. y una extension final a 72 °C por 3 min. Aquellas colonias confirmadas como
recombinantes se crecieron en placas de medio LB ampicilina toda la noche a 37°
C y después en caldo LB-agar-ampicilina con agitacién constante para ia
extraccion del plasmido recombinante asi como para su preservacion, que se
realizé a —80 °C en LB-glicerol al 15%.

3.5. Purificacion de DNA de plasmidos recombinantes y reaccién de
secuenciacién

Para la purificacion se usd el método de Silhavy et al., (1984) con
modificaciones (Apéndice V). Se utilizaron 3 ml de cultivo en LB ampicilina (100
ug/ml) de toda la noche a 37 °C con agitaciéon constante. La extraccién se verificé
por electroforesis en gel de agarosa y se cuantifico.

En |la reaccién de secuenciacion del exén 3 se emplearon los iniciadores
usados en la PCR (ColX2F y ColX4R), e iniciadores adicionales cuyas secuencias
son: ColX3R: 5' TAT GCC AGC TGG GCC AGG AGG 3; ColX3Rb: §' CTT TTG
GTC CTT GGG GTC CC 3', ColX4F: 5' CCA GGC ATT CCAGGATTC CCT 3'y
ColX4Rb: 5° GAT GAC AGT GAA CGC AGA CA 3' .Los iniciadores se asientan
como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Posicién relativa de los iniciadores usados para secuenciar la regién
codificante del exén 3 del gen COI10A1.

Para secuenciar se us® el método terminacion de la cadena por
dideoxinucledtidos, utilizando para ello el kit de secuencia BigDye™ Terminator
Cycle Sequencing de PE Applyed Biosystem segtin recomienda el fabricante, con
la modificacion de usar la mitad del buffer de reaccién recomendado.

La reaccién se realizé en voliumenes finales de 20 ul con 150 ng de los
plasmidos purificados y 3.2 pM de iniciadores. Las reacciones se realizaron en un
termociclador Techne con las siguientes condiciones: 25 ciclos a 96 °C por 10
seg., 50 °C por 5 seg., 60 °C por 4 min. Terminada la reaccién las muestras se
pasaron por una columna de Sephadex G50 o precipitaron con etano! en
presencia de 20 ug de glicégeno, se lavaron con etanol al 70% y se secaron al
vaclo en un Speed-vac mod. VR1. Las muestras se resuspendieron en 20 ul de
formamida desionizada para su lectura en un secuenciador automatico ABlI PRISM
377 con un corrimiento en un gel de acrilamida desnaturalizante al 4.75 % por 10
hrs a 2400 V, 200 watts y 50 mAmp, y a una temperatura de 51 °C.

3.6. Edici6n y alineamiento de secuencias

La edicién y analisis de las secuencias se realizaron con los programas
Chromas 1.62, Technelysium Pty Ltd; Aling (Scientific & Educational Software; PA
USA);, DNA and Protein Sequence Andlisis System (DNASIS 2.6 for Windows)
Hitachi Software Engieneering Co. LTD, y Multialin: Multiple Sequence Alignment
(Corpet, 1988) http://prodes.toulouse.inra.fr/multialin/muitialin.html, con parametros
filados para reducir el niumero de gaps en el alineamiento. Las secuencias de DNA
de colagena tipo X que sirvieron de comparacion fueron las reportadas para el ser
humano: Homo sapiens (acceso: X98568), el cerdo: Sus scrofa (acceso:
AF222861.1) y el bovino: Bos taurus (acceso: X53556.1) y se obtuvieron del Gene
BanK (National Center for Biotechnology Information, NCBI;
www.ncbi.nim.nih.gov).
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IV. RESULTADOS

4.1. Amplificacion del exén 3 del gen COL10A1 que codifica para la
colagena tipo x

A partir del DNA gendmico se logré amplificar el fragmento homélogo al
exon 3 del gen codificante de la colagena tipo X (COL10A1) en un individuo de
cada una de las tres razas de perros estudiadas. Como control de amplificacion se
usé DNA genémico de humano, cuyo fragmento amplificado (1886 pb) permite
verificar que el sistema trabaja bien. Los fragmentos de DNA amplificados se
evaluaron por electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % en buffer TBE 1X. El
fragmento amplificado del exén 3 del DNA control humano migra conforme al
tamano predicho. El fragmento producido a partir del DNA de cada uno de los

perros migra en la misma posicién que lo hace el control (Figura 3), indicando que
tal fragmento corresponde al esperado del exén 3.

TESIS CON J
FALLA DE ORIGEN

El tamafio del fragmento deseado es de 1868 pb; el fragmento de 1929 pb corresponde a
una de las bandas del marcador de peso molecular: N/ BstEIl. M: N/ BstEll; H: humano;
Pa: Pastor Aleman; BA: Basset hound; Da: Dachshund; C-: control negativo

Figura 3, Amplificacién por PCR del exén 3 del gen COL10A1 de perros a partir
de DNA genémico.



Para poder obtener una cantidad suficiente de fragmento amplificado, se
realizaron de 3 a 4 reacciones de PCR en volumenes de 20 ul cada uno para cada
individuo. La recuperaciéon de las bandas amplificadas se hizo por purificaron a
partir de geles de agarosa y se verificé por electroforesis en agarosa.

4.2. Clonacion

Dado que en la reaccién de PCR se amplifican los dos alelos del ex6n, la
secuenciacion daria informacién de ambos alelos a la vez. Con el objeto de
secuenciar sélo uno de los alelos, se realizé la clonacién del fragmento. Los
fragmentos obtenidos fueron sujetos a reacciones de ligacion con el vector
plasmidico pBS/EcoRV + poliT, para después utilizar parte de la ligaciéon en la
transformacion de bacterias competentes de E. coli de la cepa DH10B. Las clonas
recombinantes se verificaron por PCR usando los iniciadores especificos
amplificando un fragmento de 1.8 kb (Figuras 4 y 5). Tales colonias fueron
resembradas individualmente en placas de LB-agar-ampicilina, para después
tomar una colonia por placa y crecerla en 10 mi de caldo LB-ampicilina durante
toda la noche a 37 °C con el objeto de purificar el DNA plasmidico.

|
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En las colonias no recombinantes no hay amplificacién. El tamafio asignado a los
fragmentos es de 1868 pb.

Figura 4. Deteccién por PCR de las colonias recombinantes para el exén 3 gen
COL10A1 del Basset hound (carriles 121-157).
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En las colonias no recombinantes no hay amplificacion. E! tamafio asignado a los
fragmentos es de 1868 pb.

Figura 5. Deteccion de las colonias recombinantes para el exén 3 del gen COL10A1
del Pastor Aleman (carriles: 251 al 265) y del Dachshund (carriles: 311 al
347).

4.3. Purificacion de DNA de Plaismidos Recombinantes y
Secuenciacién de Nucledtidos

Para cada perro se us6 sblo una clona para purificar el plasmido que
contiene al exén 3: C157 para Basset hound, C261 para Pastor Aleman y C344
para Dachshund. La figura 6 muestra los resultados de la purificacién donde se
sefiala la identidad de los plasmidos usados para la secuenciacion. El tamaiio del
DNA plasmidico recombinante es de 3.9 kb. El rendimiento de la purificaciéon del
DNA de los plasmidos obtenido a partir de 3 mi varié entre 1.25 mg a 2.5 mg.

El DNA de los plasmidos recombinantes fue usado como molde para realizar
las reacciones de secuenciacién de nucledtidos mediante el kit comercial Big Dye,
usando 150 ng de DNA y las cantidades establecidas por el manufacturador para
cada reactivo. Para todas las reacciones se emplearon las condiciones referidas
en “Material y Métodos”". Con el secuenciador automatico ABI Prism 377 se logré
la determinacion de 550 a 600 bases de lectura confiable.
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La banda identificada como pBS/EcoRV/TA es el plasmido linearizado

Figura 6. Purificaciéon de plasmidos de las clonas que contienen al exén 3
codificante de la colagena X de Basset hound (C157), Pastor Alemén
{C261) y Dachshund (C344).

4.4. Analisis de las Secuencias Obtenidas
4.4.1. Edicién de Secuencias

Para poder trabajar con las secuencias fue necesario realizar ediciones
preliminares. Puesto que la mayoria de las secuencias contenian bases sin
identificar, se tuvo que corregir asignando el tipo de nucleétido de acuerdo a su
sefial emitida. Este trabajo de edicion se realizé en el programa Chromas, que
permite observar el electroferograma registrado en el secuenciador y leerlo en
cualquier computadora. Las secuencias editadas se almacenaron como archivos
electrénicos en formato de texto.

Para determinar su identidad se utilizé el programa de buasqueda Entrez del
GeneBank, el cual permitié confirmar que las secuencias obtenidas pertenecen al
gen codificante de la colagena tipo X ya que en los resultados de busqueda las
secuencias con la mayor similitud tuvieron valores de E =0.




Una vez obtenidas las secuencias editadas de cada individuo, se
empalmaron para obtener un contiguo de secuencias que integra las diferentes
lecturas generando una secuencia consenso. Esto se obtuvo con la aplicacién
“CONTIG MANAGER" de DNASIS 2.6 for Windows. El mapa de conexién muestra
las secuencias para cada raza. Tal mapa es una figura que registra cada una de
las secuencias como una linea, en un orden tal que se puede ver su sentido
(normal o complementario), tamafio y posicibn a lo largo del segmento
secuenciado, ademas de mostrar la secuencia consenso. Para cada grupo de
secuencias por individuo se obtuvo el mapa de conexién. Todos correspondieron
con el orden esperado, como lo muestran las figuras 7a a 7c.

4.4.2. Secuencia consenso resultante y traduccién a proteinas

El resultado de alineaciones de las secuencias de cada grupo logradas con
la conexion es congruente con los mapas correspondientes. Las secuencias
consenso obtenidas fueron recortadas en sus partes inicial y final de acuerdo a la
secuencia de los iniciadores usados en la amplificacién, con el objeto de no tener
secuencias extras, por ejemplo la del vector de clonacién.

La secuencia consenso resultante del perro, tomando como referencia la
secuencia del Pastor Aleman, es de 1868 pb, que debido al disefio de los
iniciadores, comienza tres bases después de lo que se ha reportado para este
exdn y termina en el codén de paro. Estos resultados fueron obtenidos para las
tres razas de perros estudiados.

El analisis de traduccion a proteinas de las secuencias obtenidas para cada
perro fue realizado en la aplicacién “Open Reading Frame Search” de! programa
DNASIS 2.6. En este se mostraron tres marcos de lectura. Tomando en cuenta la
secuencia de aminoacidos de la colagena tipo X para Homo sapiens, deducida a
partir de la secuencia de DNA por Thomas et al., (1991), se decidié que el marco
de lectura iniciado a partir de la tercera base era el adecuado para la secuencia de
DNA que obtuvimos en el perro. El exén 3 del gen COL10A1 canino codifica 3
codones mas dos bases (11pb) del dominio no colagénico amino terminal (NC2),
el dominio helicoidal completo de 463 aminoacidos (1389 pb) y el dominio
carboxilo terminal (NC1) de 155 aminoacidos (465 pb). (Apéndice 6).
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No. File Name
1 PCOLXIRA.3EQ
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Las flechas indican el sentido, el tamafio y posicion de las secuencias de cada grupo.

Figuras 7a, 7b y 7c. Mapas de conexién de las secuencias realizadas del exén 3 de
los perros Basset hound, Dachshund y Pastor Alemén.
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4.4.3. Alineacién de secuencias: similitudes y diferencias entre especies

4.4.3.1. Comparacién de secuencias de DNA

Las secuencias obtenidas del perro fueron comparadas con las de otras
especies obtenidas del GeneBank mediante los programas Aling o DNASIS 2.6 for
Windows, tanto al nivel de nucieétidos como de aminoacidos.

Se ha reportado la secuencia nucleotidica del gen codificante de la colagena
tipo X de varias especies, algunas de las cuales son parciales. Para efectos de
comparacion fueron elegidas las de cDNA que contuvieran las mismas regiones
del ex6n 3 del gen de la colagena tipo X del perro. En este caso sélo se trabajo
con la secuencia del Pastor Aleman y se aline6 con las secuencias pertenecientes
al hombre (Homo sapiens, acceso: X98568), cerdo (Sus scrofa, acceso:
AF222861.1) y bovino (Bos taurus, acceso: X53556.1) para obtener el porcentaje
de similitudes. El resultado de la alineacion se incluye en el Apéndice VI. Se puede
ver en la tabla 2 que el parecido de la secuencia nucleotidica en el exén 3 del
Pastor Aleman respecto a las demas especies es mayor al 80%.

Tabla 2. Porcentajes de similitud de la secuencia de DNA del exén 3 de la colagena

tipo X entre el Pastor Aleméan y 3 especies de vertebrados.
Especie Total de bases Bases % de similitud
confrontadas | apareadas | respecto al Pastor
Homo sapiens 1889 1610 86.14
Bos taurus 1871 1604 85.82
Sus scrofa 1871 1618 86.57

En general, de la mayoria de cambios respecto de la secuencia de Homo
sapiens, 37% de ellos son compartidos con otras especies y cerca del 16% de los
cambios son Unicos para el perro. Algo que cabe destacar es que la secuencia de
nucleétidos que obtuvimos del exén 3 que codifica para la colagena tipo X de
Canis familiaris posee 18 bases menos que la reportada para Homo sapiens. Esto
mismo sucede para las secuencias de Bos faurus y Sus scrofa y se da en la
misma regioén (figura 8). ’
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1420 1430 1440 1450 1460 1470

N . - N

Homo sapilens TTATAAAGGCAGGCCAAAGGCCCAGTCTTTCTGGGACCCCTCTTGTTAGTGCCA
Bos taurus
Sus scrofa .
Canis familiaris .

En el Exon 3 del gen que codifica para la colagena tipo X del humano existen 18
nucleétidos que no se presentan en otros vertebrados hasta ahora estudiados.

Figura 8. Nucledtidos extras en el dominio NC1 del exén 3 del gen COL10A1 del
humano.
4.4.3.2. Comparacién de secuencias de proteinas

Para el caso de la traducciéon a proteina, la similitud en la secuencia del
polipéptido entre especies es mayor al 85% (tabla 3). En general los cambios de
aminoacidos respecto a los del ser humano se dan en ciertas regiones y cerca del
40% de estos son en los mismos sitios que en las demas especies (Apéndice Vii).

Tabla 3. Porcentaje de similitud de la secuencia de aminoécidos del exén 3 de la

coliégena tipo X entre el Pastor Alemén y 3 especies de vertebrados.
Total aa % de simiiitud
Especie confrontados | ** similares respecto al Pastor
Homo 622 547 87.94
Bos taurus 622 541 86.98
Sus scrofa 622 546 87.78

El gap detectado en el perro tiene el mismo efecto que el gap en las otras
dos especies: la falta de seis aminoacidos en la misma regién (figura 9). Este gap
es entonces conservado en el resto de los vertebrados.

460 470 480 490 500
- * *
Homo sapiens PPGPPGQAVMPEGFIKAGQRPSLSGTPLVSANQGVTGMPVSA

Bos taurus
Sus scrofa
Canis familiaris

Figura 8. Aminoécidos extras en el dominio NC1 de ]- colégena X del humano.
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Analizando por separado cada uno de los 2 dominios codificados por el
exén 3, en promedio el porcentaje de similitud entre las secuencias de
aminoacidos de los dos dominios se mantiene por arriba del 86% (Tabla 4). No
existe una marcada diferencia entre un dominio y otro, siendo la maxima similitud
del dominio helicoidal entre el perro y el cerdo (89.03%).

Tabla 4. Porcentaje de similitud de los distintos dominios codificados por el exén 3
entre Canis familiaris (raza Pastor Alem#n) y otras especies.

TESIS CON
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Especie % de similitud hélice | % de similitud NC1
Homo sapiens, 87.9 84.2
Bos taurus 87.1 85.5
Sus scrofa, 89.0 82.7

4.4.4. Alineacion de secuencias: similitudes y diferencias entre razas

4.4.4.1. Comparacién de secuencias de DNA

Para la comparacién de la secuencia de nucledtidos del exon 3 de la
colagena tipo X entre razas caninas se utilizaron los mismos programas arriba
mencionados. La secuencia que sirve como referencia es !a de Pastor Aleman. La
alineacién de los consensos se muestra en el Apéndice VIII. Lo relevante en este
trabajo es el hailazgo de deleciones en las secuencias de nucleétidos de las dos
razas: en el Basset hound hay una delecién de una citosina en la posicién 112 (nt
7056: Tomas et al, 1991) (figura 10), en tanto en el Dachshund hay dos
deleciones de purinas: los nucleétidos 448 y 449 (nt 7392 y 7393: Thomas et al.,
1991), guanina y adenina respectivamente (figura 11). Se espera que esas
deleciones cambien por completo el marco de lectura de la secuencia al traducirla

a proteina.

24



’—“ zZ68 z 0

A/l

VN Ay

ﬂ. — .‘

~ TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Pastor Alemin

Electroferogramas de la secuencia de coldgena tipo X en los que se muestra la delecion
de una citosina 112 (nt 7056: Thomas et al., 1991) en el Basset hound. La delecion se
presenta en la region que codifica para el dominio helicoidal de la coldgena tipo X.

Figura 10. Delecién de un nucledtido en la secuencia del ex6én 3 del gen COL10A1

del Basset hound.
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La delecion se encuentra en la region codificante para el dominio helicoidal de ia colagena
tipo X y corresponde a los nucledtidos 448 y 449 (nt 7392 y 7393; Thomas et al, 1991).

Figura 11. Delecion de 2
de! Dachshund

ledtidos en !a secuencia del exén 3 del gen COL10A1
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4.4.4.2. Comparacién de secuencias de aminoécidos

Se razonaron las consecuencias en la traduccion a proteina de las distintas
deleciones encontradas en las secuencias nucleotidicas consenso de cada perro,
con la aplicacion "Open Reading Frame Search” del programa DNASIS 2.6 usando
" el marco que comienza en el tercer nucleétido de las secuencias obtenidas.

L.a traduccién de la secuencia del exén 3 en el Pastor Aleman produce una
proteina de 621 aminoacidos. En las razas Basset hound y Dachshund, las
deleciones encontradas en el exén 3 alteran drasticamente, al menos de modo
tedrico, la secuencia de aminoacidos de la proteina traducida (Apéndice IX). La
proteina derivada de la secuencia de DNA del Basset hound es de 235
aminoacidos; excepto dos aa, los primeros 39 son idénticos a la del Pastor
Aleman; la delecién provoca un cambio en la lectura, ya que partir del aa 40, el
resto de los aminodcidos son por completo distintos. En el Dachshund la delecién
de las dos bases provocan que el polipéptido termine prematuramente con 169 aa,
de los cuales, 149 son idénticos a los aa del Pastor Aleman. Ambas proteinas
terminan prematuramente a partir del dominio helicoidal, algo poco visto en los
reportes de mutaciones de colagena tipo X.
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V. DISCUSION

La eleccion del ex6n 3 del gen que codifica para la colagena tipo X,
COL10A1, como candidato responsable del fenotipo osteocondrodisplasico de
ciertas razas caninas, se hizo sobre |la base de: 1) las similitudes anatdmicas e
histolégicas que presentan estas razas con osteocondrodisplasias metafisiales,
cuyo origen reside en mutaciones en el gen arriba mencionado (en el exén 3,
principalmente en ia regién que codifica para el dominic carboxilo terminal de la
proteina homotrimérica); y 2) los resultados experimentales en los que la
introduccién de mutaciones en regiones codificantes de este gen en ratones
producen osteocondrodisplasias metafisiales.

Usando como referencia la secuencia del gen que codifica para la colagena
tipo X humana y bovina reportada por Thomas et al., (1991), se disefiaron
iniciadores que amplificaran el exén 3 del gen COL10A1 a partir de DNA
gendmico. Considerando la secuencia del gen de colagena tipo X humana,
tedricamente el fragmento amplificado con estos iniciadores seria de 1886 pb. La
amplificacion del exén 3 del perro produjo un fragmento de 1868 pb que debido al
disefio de los iniciadores, carece de las tres primeras bases del exén 3 y por ende
de un codén menos del dominio amino terminal (de acuerdo a la secuencia para el
humano) y termina en el codén de paro, ademas, carece de la secuencia 3' no
traducida. La secuencia obtenida codifica para 2 nucleétidos de un codén, mas 3
aminoacidos del dominio amino terminal (11 pb), 463 aminoacidos (1389 pb) de la
region helicoidal y 155 aminoacidos (174 pb) del dominio carboxilo terminal. Al
igual que sus contrapartes en bovino y cerdo, tiene 18 pb menos que la secuencia
nucleotidica del humano (1886 pb) que se traduce en 6 residuos menos que la
colagena tipo X reportada de 161 aminoacidos de humano (Apte and Olsen, 1993)
pero es igual al obtenido para bovino (Thomas et al., 1991) y para cerdo y esa
reduccién se da en la secuencia codificante del dominio carboxilo terminal.

Previo a este trabajo se ha determinado la secuencia nucleotidica de)
homologo canino de la secuencia traducida del exén 2 humano, el cual es de 161
pb (Martinez, 2002). Este fragmento no posee la secuencia 5' no traducida, que en
el humano es de 15 pb, pero si contiene la regién codificante: 54 pb del péptido
sefial (18 aa) y 106 pb mas un nucleétido de un codén de la regién amino terminal
(35 aa). Algo que cabe destacar es que la secuencia del perro posee en la regién
amino terminal 2 codones mas (CCA CCC) que las demas especies de
vertebrados con las que se compard (figura 12), lo que se traduce en 2 prolinas
extras. De hecho en las razas de perros estudiadas existe un polimorfismo que
consiste en que puede no presentarse ningun codén o haber sélo un codén mas,
en esa zona.
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En la secuencia el exén 2 del perro hay 6 nucledtidos en que no existen en la secuencia
de otras especies de vertebrados.

Figura 12. Nucieétidos extras en sl dominio NC2 del ex6n 3 del gen COL10A1 del
perro.

El porcentaje de similitud de la secuencia de DNA del exén 2 del humano y
bovino respecto del perro es de 89.8% y 86.3% respectivamente, mientras que el
porcentaje de similitud para el exén 3 es cercano al 85%. Tanto Thomas et al.,
(1991) como Apte y Olsen (1993) encontraron resultados similares en la similitud
de la secuencia entre humano y bovino, y humano y ratén respectivamente. La
similitud en las secuencias codificantes es alta entre las especies comparadas,
como podria esperarse para una proteina involucrada en un proceso biolégico
comun a todos los vertebrados, especialmente entre los mamiferos y que esta
sujeta a presion de seleccion.

Parte del trabajo inicial en la caracterizaciéon al nivel de gen y al nivel de
bioquimica de colagena tipo X se ha hecho en aves. El porcentaje de similitud que
guarda la colagena tipo X de aves con su homoéloga de humano y ratén es apenas
cercano al 70%, no obstante que el proceso de osificacion endocondral sigue el
mismo patrén de organizacion de grupos celulares en el cual la colagena tipo X es
una pieza clave, como lo ha sugerido un estudio en aves raquiticas (Kwan et al.,
1989).

Cuando se comparan los tres dominios de la colagena a nivel de la
secuencia de aminoacidos entre varias especies de vertebrados, se puede
observar que cada uno de los dominios guarda un cierto grado de conservacién,
que puede reflejar su importancia en la funcionalidad de la proteina. EI dominio
amino terminal (NC2) es el que tiene el menor porcentaje de similitud, con un
rango menor al 80% entre el humano, el bovino y el ratén, sin embargo, la similitud
de la secuencia aminoacidica de este dominio entre estas especies y la obtenida
dei perro (Martinez, 2002) se eleva en promedio al 82%.

Para el caso del dominio helicoidal se conserva el grado de similitud, pero
cuando se comparan las similitudes en la regién del dominio carboxilo terminal
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(NC1), se observa que el porcentaje de similitud del perro con las otras especies
(85%) es ligeramente menor al que reporta Thomas et al., (1991) para el caso
entre humano y bovino (88.2%). En nuestro caso el mayor parecido se da con el
dominio NC1 del bovino. En la alineacion de las secuencias tanto de nucleétidos
como de aminoacidos, se puede ver que los cambios presentes entre las diversas
especies se dan mayoritariamente en los mismos sitios, incluyendo el gap de 18
nucleédtidos. Esto debe estar reflejando un alto grado de conservacién en la
conformacion final de la proteina, lo cual es esencial para su funcién.

Al respecto, se ha demostrado que el dominio carboxilo tiene un papel
sumamente importante en la conformacion de la colagena tipo X. Brass et al.,
(1992) lo analizaron al nivel de secuencia de nucledtidos y encontraron en el
dominio NC1 de {a colagena tipo X una regién homologa con la colagena tipo VIii,
colagenas fibrilares (at |, a2 I, a1 Il, a1 Il y a2V), y el dominio C1q del
complemento. La regién presenta una regién de aminoacidos aromaticos muy
conservada, aiun cuando la secuencia no es la misma. Esto le da una
caracteristica hidrofébica que se hipotetiza es lo que dirige el plegamiento de la
proteina.

Esta region del perro se comparé en este estudio con diversas especies y se
encontrd que los residuos sefialados por Brass estan también presentes (Figura
13), incluso aquellos que no cambian en todas las secuencias que él analizo, salvo
por un cambio encontrado en el perro que sustituye un aminoacido hidrofébico (lle)
por un hidrofilico (Thr) en la posicién 577 debido a la presencia de una citocina en
lugar de una timina en la segunda posicion del codén.

Andlisis histoquimicos también han contribuido a resolver el papel de NC1.
En sistemas in vitro, Chen et al., (1992) demostraron un efecto diferencial de
colagena tipo X y su dominio carboxilo terminal en la acumulacién de
proteoglicanos recientemente sintetizados. Ciertos tipos de proteoglicanos son
acumulados masivamente, en tanto otros tipos son inhibidos. Este efecto es
producto del extremo COOH, pero no se sabe si tal fenémeno es debido a un
papel regulatorio de la colagena tipo X sobre la sintesis o degradacion de estas
moléculas de la matriz.

El dominio carboxilo terminal se ha caracterizado por ensayos de sintesis con
proteinas de fusién y se ha observado que dirige el ensamblaje de trimeros y de
multimeros, incluso en proteinas no helicoidales, y le confiere una alta estabilidad
a la asociacién, la cual sélo puede ser desorganizada con agentes reductores y
con aitas temperaturas (100 °C); ademds, posee alta resistencia a tripsina
(Frizchholz et al., 1998; Zhang and Chen, 1999),

La colagena tipo X esta relacionada con algunas osteocondrodisplasia
metafisiales. Diversas mutaciones como deleciones, sustituciones y mutaciones
sin sentido, han sido encontradas en la secuencia de DNA de este gen en
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personas afectadas (Warman et al.,, 1993; lkegawa et al., 1997; |kegawa et
al.,1998; Chung et al., 1997).
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Los aa con asterisco indican aminoacidos aromaticos altamente conservados; + son residuos
hidrofébicos conservados; ° son residuos hidrofilicos conservados; h es un cambio de una
Isoleucina (hidrofébica) por una Treonina (hidrofilica) en la secuencia del perro.

Figura 13. Alineacién de aminoidcidos altamente conservados en la regién NC1 de la
coliégena tipo X de algunos vertebrados.

En este estudio de secuenciacién de nucledtidos del exén 3 del gen
codificante de la coldgena tipo X, encontramos que en los perros con fenotipo
osteocondrodisplasico (Basset hound y Dachshund) existen deleciones localizadas
en la region codificante para el dominio helicoidal. En el Basset hound se encontré
una delecién del nucledtido C en la posicion 112 (nt 7056: Thomas et al., 1991), en
tanto en el Dachshund se encontré la delecién de dos nucledtidos (GA) en las
posiciones 448 y 449 (nt 7392 y 7393: Thomas et al., 1991). Ambas deleciones
provocan una terminacién prematura de la proteina. La prediccién de la traduccion
indica que la protelna resultante en el Basset hound seria de 289 aminoacidos,
mientras que la del Dachshund seria de 223 aminoacidos, y ninguna poseeria el
dominio carboxilo terminal. La secuencia del Pastor Aleman (aqui considerado
como control ya que no posee el fenotipo de las otras dos razas) es
aparentemente normal, respecto de la secuencia de otros vertebrados.
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Contrastando con este trabajo, practicamente todas las deleciones,
sustituciones y mutaciones sin sentido que han sido reportadas en la secuencia
del gen que codifica para la colagena tipo X se encuentran dentro del dominio
carboxilo (tabla 5) y han sido delimitadas en una zona de tres sub-dominios
(Bonaventure et al., 1995), uno de los cuales corresponde con la zona conservada
de residuos aromaticos. A la fecha, se han encontrado 25 mutaciones en el
dominio carboxilo terminal que aparentemente estan delimitadas en estas
regiones, de las cuales dos se han predicho que retienen la capacidad de
organizar la trimerizacion de la molécula (Marks et al., 1999). Los efectos de esas
mutaciones se han observado en ensayos de mutagénesis dirigida, traduccion in
vitro y transfeccion de este dominio (Chan et a/., 1995; Chan et al., 1996; Chan et
al.,1999; Wilson et al., 2002; Dublet et al., 1999). Cuando se producen cambios en
la secuencia de aminoacidos (manipulando la secuencia de nucleétidos) la
formacion de trimeros de la colagena tipo X se ve alterada. Las moléculas
alteradas no son capaces de dirigir la trimerizacion o son poco eficaces para
asociarse con moléculas normales (McLaughlin, 1999). La mayoria de estas
moléculas anormales es encontrada en baja proporcion, debido a que
aparentemente son degradadas intracelularmente (Wilson, 2002). Sin embargo,
una pequefia porcién de estas puede ser secretada (Chan, 1999).

Una caracteristica que se ha observado en estudios de individuos afectados,
es que la mayoria de las mutaciones son heterocigéticas, es decir, s6lo una de las
dos dosis del gen es alterada. Esto produce un pool de moléculas normales y de
molécuias mutantes que interaccionan y tal vez esto sea la causa inicial del
fenotipo. Se hipotetiza que las moléculas mutantes capaces de trimerizar con
moléculas nativas ejercen un efecto negativo dominante. Esto quiza es debido a
que tales asociaciones (heterotrimeros) son inestables (Marks et al, 1999) y
tienden a disminuir, p. ej. en ensayos in vitro (Chan et al., 1995) o a alterar el
material de la matriz (Jacenko et al.,, 2001) y tal vez exista un mecanismo celular
capaz de detectarlos y lograr su degradaciéon. Otra posibilidad es que se formen
heterotrimeros que cumplan ciertas relaciones estequiométricas y que las
moléculas mutantes provoquen la disminucién de cadenas normales disponibles
para interaccionar con las otras moléculas de la matriz extracelular en el cartilago.

Evidencias que apoyan esta teoria se encuentran en: 1) la eliminacion de fa
regién conservada de residuos aromaticos de NC1 la cual evita totalmente una
asociacion in vitro entre moléculas mutantes y normales y no interfiere con la
trimerizacién de las proteinas normales (Chan et al., 1999), confirmando a la vez
que esta zona es la que dirige la trimerizacién y que las mutaciones presentes en
los subdominios de NC1 no provocan la abolicion de todos “los broches” que
permiten la asociacién entre moléculas alteradas; y 2) en el hecho de que ratones
Knock out para la coldgena tipo X no muestran alteraciones esqueléticas (Rosati
et al., 1994).



Tabla 5. - Descripcién de las mutaciones ropomdn on la secuoncla del gen
codifica rau ia colagena tipo X que han sido n ¢

ue
vdrodisplasias

esqueléticas en humanos y algunos animales.

Autor Mutacién Dominio Fenotipo
Jacenko et a/., 1993b | Del 700 pb Helicoidal SD
Dirigidas en ratén Del 1600pb
Warman et a/,, 1993 [Del 13 pb Carboxilo SMC
Mclintosh et al., 1994 |T—C 1771 (Cys591Arg) |Carboxilo SMC

Del C 1856
Del CT 1992, 1993
Dharmavaram et al., [Del 10 pb 1867-1876 Carboxilo SMC
1994
Wallis et al., 1994 T—G 1888 (Tyr598Asn) [Carboxilo SMC
T—C 1937 (Leu614Pro)
Pokharel et al., 1995 [T—C 1951 (Trp651Arg) [Carboxilo
Mcintosh et al., 1995 |C—G 1884 (Tyr628X) Carboxilo SMC
Del CC 1957, 1858
Bonaventure et al., G—A 1784 (Gly595GIn) |Carboxilo SMC
1995 Del T 1908
A—G 1943 (Asp648Gly)
T—C 1790 (Tyr597His)
T—A 1851 (Asn617Lys)
T—G 1932 (Arg644Ll.eu)
Chan et al., 1995 G—T 1949 (Gly618Vval) | Carboxilo SMC
Stratakis et al.,, 1996 | T—C 2011 (S671P) Carboxilo SMC
Kwan et al., 1997 Insercién de Cassette de | Carboxilo Ratones
Neomicina en el exén 3 con SMC
lkegawa et al., 1997 |G—A 52 (Gly18Arg) Sitio de corte del |SD
G—A 53 (Gly18Ac Glu) | péptido sefial
DelT 1711 Carboxilo
Chan et al., 1998 C—A 1896 (Tyr 632X) Carboxilo SMC
lkegawa et al., 1998 | G—A 1784 (Gly595E) Carboxilo SMC
Sawali et al., 1998 A—G 1790 (Tyr597Cys) | Carboxilo SMC
Matsui et al., 2000 G—A 1783 (Gly595Arg) | Carboxilo SMC
Nielsen et al., 2000 G—C (Gly590Arg) Carboxilo Cerdo con
SMC
Chan et al., 2001 G—A 52 (Gly18Arg) Amino SMC
G—A 53 (Gly18Ac. Glu) |Amino
Del T 1711 Carboxilo

SMC: Schmid Metaphyseal Chondrodysplasia; SD: Spondilometaphyseal Dysplasia
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Sin embargo, algunos otros descubrimientos predicen que la enfermedad es
producida por haploinsuficiencia (por eliminacion de una de las dos dosis del gen,
lo que reduce tedricamente la proteina al 50%). En estudios con pacientes con
Displasia Metafisial tipo Schmid, que poseian mutacién nula heterocigética dentro
de NC1 (Chan et al., 1998) no se encontré6 RNAm, ni la proteina mutante dentro de
la placa de crecimiento.

Las mutaciones de fa colagena tipo X se extienden a otros dominios, aunque
no han sido tan extensamente caracterizados como NC1. Las deleciones en la
region codificante para el dominio helicoidal (Jacenko et al., 1993), dos cambios
en el sitio de ruptura del péptido sefial (lkegawa ot al., 1997); y tres mutaciones sin
sentido en el dominio NC2 (Chan et al., 2001) también han sido correlacionados
con osteocondrodisplasias metafisiales. Debido a los datos encontrados, se
hipotetiza que las mutaciones encontradas en el exén 3 del gen COL10A1 de los
perros Basset hound y Dachshund pueden ser las responsables del fenotipo
osteocondrodisplasico que manifiestan. Una mutacién en la regién helicoidal de la
colagena tipo X también ha sido reportada en cerdos que padecen un tipo de
osteocondrodisplasia metafisial (Nielsen et al., 2000).

Existen otras moléculas que pudieran estar implicadas en las anormalidades
del desarrollo 6seo en vertebrados, especiaimente regulando de manera indirecta
el desarrollo de ciertos tipos celulares o la expresion de la colagena tipo X y que
también pudieran ser sujetas a analisis moleculares. Por ejemplo el Factor de
Crecimiento beta Transformante 3 (TGF-B) se ha evidenciado como parte de los
factores de diferenciacion de condrocitos en la osificacion endocondral y una
anormalidad en la proteina estd asociada con la ausencia de hipertrofia de
condrocitos en aves ostocondrodisplasicas (Law et al., 1996). Se ha demostrado
también que proteinas morfogénicas promueven tanto la hipertrofia de condrocitos
como la expresién de colagena tipo X (Volk et al., 1998).

En aves y ratones se ha experimentado con las proteinas Indian hedgehog
(lhh) y parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) cuya expresiéon esta
involucrada en el desarrollo de la placa de crecimiento metafisial (Vortkamp et al.,
1996, Weir et al., 1986). En este estudio los resultados muestran ya sea la
ausencia de la colagena tipo X o su expresién desfasada cuando no existen estas
proteinas. La sincronizacion de la expresion de thh y PTHIP regula, mediante
retroalimentacién negativa, la diferenciacion de condrocitos proliferantes a
condrocitos hipertréficos y en general el crecimiento de algunas estructuras 6seas
de los vertebrados.

Los datos que aqul se reportan son preliminares y un examen de secuencias
de otros individuos de las mismas razas en las regiones donde se encontraron las
mutaciones, nos ayudara a verificar si estas se encuentran establecidas en las
razas o se trata sélo de polimorfismos. Una metodologia que se quiso implementar
para la detecciéon de tales cambios es la realizaciéon de digestiones con enzimas
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de restriccién. Sin embargo, el andlisis teérico de restriccion (no mostrado) no
muestra pérdida o ganancia de sitios de restricciéon, Unicamente la reduccién en
una o dos bases, segun el caso, en ciertos fragmentos producto de la digestion.
Un analisis que daria evidencia de la correlacién de estas mutaciones es mediante
la cruza de individuos afectados e individuos normales y seguirlas en su
segregacion a través de la progenie: si la mutacién co-segrega con el fenotipo, la
responsabilidad de defectos de la colagena tipo X en la enfermedad puede ser
asertiva, ademas de dar respuesta a la condicién mendeliana de este gen en las
razas de perros estudiadas.
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VL. CONCLUSIONES

Por medio de la técnica de PCR se logré amplificar el exén 3 del gen de la
colagena tipo X (COL10A1) a partir de DNA genoémico de tres individuos de tres
razas distintas de perro (Canis familiaris) dos osteocondrodisplasicas (Basset
hound y Dachshund) y una con fenotipo longilineo (Pastor Aleman).

El ex6n 3 de los tres perros se clon6 en el plasmido pBS. La secuencia del
exdn 3 se completé con el disefio de 3 iniciadores extras a partir de las secuencias

resultantes.

La secuencia del exé6n 3 del gen COL10A1 en el perro que no presenta
osteocondrodisplasia metafisial (Pastor Aleman) es de 1868 pb y codifica 3
codones mas dos bases (11pb) del dominio no colagénico amino terminal (NC2),
el dominio helicoidal completo de 463 aminoacidos (1389 pb) y el dominio
carboxilo terminal (NC1) de 155 aminoacidos (465 pb). La secuencia no posee la
regién 3' no traducida de aproximadamente 1 Kb.

La secuencia en la regién codificante del exén 3 del gen COL10A1 en el
perro tiene 18 pb menos respecto a la del exédn 3 humano y esto produce la
ausencia de 6 aminoacidos en el dominio NC1 de la colagena tipo X; sin embargo,
la similitud que guarda esta secuencia con sus contrapartes en humano, bovino y
cerdo es cercana al 85%.

Se encontré la delecién de una citosina en la posicion 112 (nt 7056; Thomas
et al., 1991) de la secuencia del exén 3 del individuo de la raza Basset hound, en
tanto en la secuencia del individuo de la raza Dachshund se encontraron
deleciones de una adenina y una guanina en las posiciones 448 y 449 (nt 7392 y
7393: Thomas et al.,, 1991). En ambas razas caninas, el andlisis de la traduccién
tedrica predice un cambio en el marco de lectura del gen. El resultado es que en el
gen mutado, a partir de la delecién, los aminoacidos que se incorporen a la
proteina serén distintos a los de la proteina normal, ademas de que un poco mas
adelante, el marco de lectura producido contiene un codén de paro que resulta en
la terminacién prematura de la proteina.

Las deleciones en ia secuencia del gen codificante de la colagena tipo X de
los individuos de ambas razas no tienen su correspondiente en las mutaciones
que se han descrito en seres humanos y en otros animales como el ratén y ei
cerdo, y que estan relacionadas con osteocondrodisplasias metafisiales. Seria
importante una mayor investigacién en la secuencia de otros individuos de las
mismas razas de perros para corroborar estos resultados, saber si existe
heterogeneidad y el origen de estas mutaciones. Por otro lado, otro estudio al nivel
de inmunohistoquimica darfa luz para entender el destino histolégico de los
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productos anormales de COL10A1 y su participacién en los defectos en el
desarrollo del esqueleto,

Aunque la conformacion esquelética de estos perros osteocondrodisplasicos
es algo similar a un tipo de osteocondrodisplasia metafisial humana, esta por
definirse si tal conformacién es actualmente comparable en la mayoria de sus
caracteristicas y si es originada por el mismo mecanismo molecular y las mismas
mutaciones genéticas.
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APENDICE I: PURIFICACION DE DNA A PATIR DE SANGRE

Mezclar 200-500 ul de sangre con 400-1000 ul de H20 dd estéril.
Centrifugar 12,000 rpm / 5-7 min a 4 °C. Repetir 2 veces ambos pasos.
Resuspender la pastilla en 500 ul de solucién de lisis.

Agregar RNAsa (10- 20 ug/mi final) e incubar a 37 °C durante 1 hr.

Adicionar Proteinasa K (50-100 ug/mi final) e incubar a 50 °C durante 2 hr (55 °C
toda la noche) y a 65 °C durante 1 br.

Poner 250 ul de 5MNaCl (2M final), agitar 15 seg y centrifugar 13,500 rpm / 10
min.

Recuperar el sobrenadante y agregar un volumen de isopropanol o 2 de etanol frio
o mantener a =20 °C durante 2 hr o a 4 °C toda la noche.

Centrifugar a 10,000 rpm / 10 min a 4 °C.

Lavar con etanol 70 % 2 veces, centrifugando a 12,000 rpm / 10 min a 4 °C.

Secar la pastilla y resuspender en H20 dd estéril, volumen minimo. Cuantificar.

Si el DNA se encuentra sucio se puede repurificar agregando un vol. de 6M

Clorhidrato de Guanidina 0.1M Acetato de sodio pH 5.2. Se incuba 1 hra 37 °C y
se precipita con 2 vol. de etanol y se lava 2 veces con etanol 70 %.

Solucion de Lisis: 10mM Tris-HCI pH 8.0, 400mM NaCl, 20 mM EDTA, 0.5 % SDS.
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APENDICE Il: PURIFICACION DE DNA A PARTIR TEJIDO

El DNA debe ser rapidamente purificado de acuerdo al siguiente protocolo:
Se cortan de 2 a 5 gr de tejido (higado) en pedazos muy pequerios.
Congelar en nitrégeno liquido y pulverizar finamente en un mortero.

Agregar 10 volimenes de solucion de lisis (tomando como equivalencia 1 gr = 1
ml) y pipetear rapidamente para disgregar los grumos.

Digerir el lisado con RNAsa (10-20 ug/ml final) a 37 °C durante 1 hr.

Adicionar Proteinasa K (100 ug/ ml final) e incubar durante 2 hr a 55°C (0 a 55 °C
durante toda la noche) y 1 hra 65 °C.

Agregar 5M NaCl (2M final) y agitar 15 seg. Centrifugar a 4500 rpm durante 10-15
min.

Recuperar el sobrenadante y precipitar con 2 volumenes de etanol o 1 de
isopropanol. Centrifugar a 4,5000 rpm durante15 min a 4 °C.

Secar la pastilla y resuspender en solucién de lisis (volumen minimo). Para volver
a homogenizar sin pipetear mucho, se incuba a 37 °C durante 15 min.

Realizar una extraccion fendlica poniendo un volumen de fenol saturado en Tris-
HCI, se agita 10 seg y centrifugar a 4,000 rpm por 10 min. Recuperar fase acuosa.

Hacer dos extracciones con cloroformo-aicohol isoamilico 24:1, adicionando un
volumen y agitando 10 seg. Centrifugar a 4,000 rom durante 10 min.

Recuperar la fase acuosa y agregar 2 vol de etanol.

Empastillar el DNA centrifugando a 4,500 rpm durante 20 a 30 min, secar y
realizar dos lavados con etanol al 70%.

Secar y resusperder en H20 dd estéril. Verificar en gel y cuantificar.

Solucién de lisis: 500 mM Tris-HCI pH 8.0, 100mM EDTA, 0.5 % Sarkosyl.
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APENDICE lll: PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR
DE GELES DE AGAROSA POR SiLICA

La técnica esta basada en una matriz de silica con capacidad de unién a DNA.

El procedimiento de recuperacién de fragmento es similar al de Geneclean:

El fragmento es separado por electroforesis en un gel de agarosa a concentracion
adecuada y una vez visualizado en luz UV, se corta del gel y se coloca en tubos
de 1.5 ml.

Estimar el peso del gel.

Adicionar 3 ul de 6M Nal por cada 100 mg de gel.

Incubar a 50-55 °C durante 5-10 min hasta disolver el gel.

Anadir 12 ul de la suspension de silica o “perlas” (100 mg/ml) y mezclar.

Incubar en hielo de 30 a 60 min. Mezclar a intervalos de 20 min.

Centrifugar la mezcla a 12,000 rpm / 4 min.

Decantar y afiadir a la pastilla 250 jt de Buffer de Lavado. Vortex. Centrifugar a
12,000 rpm durante 3 min. Realizar este lavado 2 veces.

Secar la pastilia decantando e incubando a 50-55 °C.
Resuspender en 25 pl de H,O dd estéril e incubar a 55°C durante 5 min.

Se centrifuga a 12,000 rpm durante 4 min. Se recupera el sobrenadante (sin tomar
la silica) en un tubo limpio.

Verificar el fragmento en un gel apropiado.

Solucién de Lavado.- S0mM NaCl, 10mM Tris-HCI pH 7.5, 2.5mM EDTA, 50% v/v etanol.
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APENDICE IV: TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES
DH10B CON EL VECTOR PBS/ECORV

Emplear 20 ng de vector a partir de la reaccién de ligacion.

Utilizar 100 pl de células competentes DH10B y mezclar con 8 pl de reaccién de
ligacién en tubos de 1.5 ml.

Incubar de la mezcla en hielo durante 30 min.
Incubar a 42° C por 1 min 30 seg.

Incubar en hielo durante 1 min.

Afiadir 900 ul de medio LB.

Incubar a 37° durante 1 hr.

Plaquear las células, para ello concentrar centrifugando a 10,000 rpm durante 4
min, eliminar el sobrenadante excepto 100 ul, en los cuales se resuspenden las
células.

Sembrar en cajas petri con LBagar-100 ug/mi Xgal; 100 pg/ml ampicilina, 100 mM
IPTG, incubando a 37° C toda la noche.
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APENDICE V: EXTRACCION DE PLASMIDO DE BACTERIAS
TRANSFORMANTES

Modificacién al método de Silhavy et al.

Cultivar la cepa en 3 ml de LB ampicilina (100ug/mi) durante toda la noche a 37 °C
con agitacién constante.

Centrifugar a 12,000rpm durante 6 min. Decantar.

Resuspender la pastilla perfectamente en 200 ul de solucién de lisis. Incubar a
temperatura ambiente durante 10 min.

Adicionar lisozima (1.25 a 1.5 ug/ml final) e incubar 10 a 15 min a temperatura
ambiente.

Hervir en bafio maria 1 min.

Adicionar RNAsa A a 20 ug/m final e incubar a 37 °C por 30 min.
Afadir Proteinasa K a 50 ug/ml final. Incubar a 55 °C durante 30 min.
incubar a 95 °C 3 min.

Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min.

Recuperar el sobrenadante y colocar 2 volimenes de etanol frio.
Empastillar el DNA centrifugando a 14,000 rpm por 5 min.

Lavar con etanol al 70 % dos veces. Secar y resuspender en 50 a 100 ul de H20
dd estéril.

Verificar en gel y cuantificar.

Solucion de Lisis: 8% Sacarosa, 5% triton X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8.0
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APENDICE Vi: SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS Y TRADUCCION
TEORICA DE LA REGION CODIFICANTE DEL EXON 3 DEL
GEN COL10A1

Las cajas indican el dominio amino terminal (parte final) y el dominio carboxilo
terminal completo.

GAG CAA GGT ATT CCT GGT CCA CAA GGC CCC GCT GGA CCT CGA
Glu Gln Gly Ile Pro Gly Pro Gln Gly Pro Ala Gly Pro Arg

58 GGG CAC CCA GGG CCA TCA GGA CCA CCA GGA AAA CCA GGC CAC GGA AGT CCT GGA CCC
Gly His Pro Gly Pro Ser Gly Pro Pro Gly Lys Pro Gly His Gly Ser Pro Gly Pro

115 CAA GGA GAG CCG GGG TTG CCT GGC CCA CCG GGA CCA TCG GCC ACT GGG AAG CCA GGT .
Gln Gly Glu Pro Gly Leu Pro Gly Pre Pro Gly Pro Ser Ala Thr Gly Lys Pro Gly .

172 TTG CCA GGA CTG CCA GGA ARA CCA GGG TCG AAR GGA CCA TCT GGA CCA AAA
Leu Pro Gly Leu Pro Gly Lys Pro Gly Ser Lys Gly Pro Ser Gly Pro Lys

229 ATT GGA CCA GCT GGT TTA CCG GGA CCA CGG GGC CCA CCA GGG CCA CCvC GGA;’
Ile Gly Pro Ala Gly Leu Pro Gly Pro Arg Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly.

286 GGC’ CCA GCT GGA ATT ACT ATT CCA GGA AAA CCT GGA CAA CAG GGA CCT. I\"l‘G
Gly Pro Ala Gly Ile Thr Ile Pro Gly Lys Pro Gly Gln Gln Gly Pro Met

343 'CCA GGA' CCC AGG GGA TTT CCA GGA GAA ARG GGG GCA CCA GGA.GTC 'CC’A“ GGYT_» 1 '(:»A‘T
<. Pro Gly Pro Arg Gly Phe Pro Gly Glu Lys Gly Ala Pro Gly val Pro Glyv Yal'H;a

400 GG‘A» CAG AAAR GGG GAA ACA GGA TAT GGC GCT CCT GGA CGC CCA GGT GAG AGAIGGC CC;I'
Gly Gln Lys Gly Glu Thr Gly Tyr Gly Ala Pro Gly Arg Pro Gly Glu Arg Gly Pro

457 CCT GGC CCT CAG GGT CCC CTG GGA CCC CCG GGC CCA CCT GGA GTG GGA AAA AGA" GGT
Pro Gly Pro Gln Gly Pro Leu Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Val Gly Lys Arg Gly

514 .GAA ACT GGC TTT CCA GGA CAG CCA GGC ATC AAA GGT GAT CGG GGC TTT CC‘A Gdh GAG
Glu Thr Gly Phe Pro Gly Gln Pro Gly Ile Lys Gly Asp Arg Gly Phe Pro Gly Glu:

571 AGG GGA GCA GCT GGC CCA CCA GGC CCC CAA GGT CCT CCC GGG GAA CGA GGA CCA' GAA
Arg Gly Ala Ala Gly Pro Pro Gly Pro Gln Gly Pro Pro Gly Glu Arg Gly Pro Glu.

628 " GGC ACT GGG ARG CCA GGA GCC CCA GGA GCC CCA GGC CAG CCA GGG ATT’ CCT . GGG ACA
Gly Thr Gly Lys Pro Gly Ala Pro Gly Ala Pro Gly Gln Pro Gly Ile Pro Gly Thr

685 AAA’GGT CAC CCT GGC GCT €CC GGA ATA GCT GGG TCC CCA GGG GCT CCT GGC TTC GGG
Lys Gly His Pro Gly Ala Pro Gly Ile Ala Gly Ser Pro Gly Ala Pro Gly Phe Gly

742  AAR CCG GGG TTG CCA GGC CTA AAG GGA CAR AGA GGA CCC ATT GGC CTT CCA GGA AGT
Lys Pro Gly Leu Pro Gly Leu Lys Gly Gln Arg Gly Pro Ile Gly Leu Pro Gly Ser

779 - CCA GGT GCT AAA GGG GAA CAR GGC CCG GCA GGT CAT CCC GGG GAR CCA GGT CTG ACT
Pro Gly Ala Lys Gly Glu Gln Gly Pro Ala Gly His Pro Gly Glu Pro Gly Leu Thr

856 ~GGA CCT CCC GGA AAT ATG GGA CCC CAA GGA CCA AAAR GGC ATC CCA GGC AAC CAA GGG
Gly Pro Pro Gly Asn Met Gly Pro Gln Gly Pro Lys Gly Ile Pro Gly Asn Gln Gly
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913

970

1025
1084
1141
1998
1255
1312
1369
1426
1483
1540
1597
'16§4
»1711
1768

1825

ATT
Ile
ARG
Lys

GGC

Gly

CTC

- Leu

cer
Pro

GGC
Gly

ATT
Ile

GGG
Gly

cce
Pro

ccA’
Pro

GGA’

Gly
AGe’
Ser

AGA
Arg

GGA
Gly

cce
Pro

ccAa
Pro

cca
Pro

CCR
Pro

Glu

AGT

Ser

GGG

Gly

CAC
His

ATT
Ile

GGT
Gly

cca
Pro

GGC
Gly

Arg’
GGT
G;y

TCT
Ser

AART
Asn

GGG
Gly

cce
Pro

GGG
Gly

cce
Pro

Gly’

cCcT’

Pro

cCcT
Pro

GGT
Gly

cCcG
Pro

ccr
Pro

CCT
Pro

cCG
Pro

GGT
Gly

GAG
Glu

CCA
Pro

GGC
Gly

cCG
Pro

GGC
Gly

ACT
Thr

GGC
Gly

CCA
Pro

GGT
Gly

cce
Pro

CCA
Pro

GGT
Gly

ATT
Ile

GCT
Ala

CCG
Pro

cce
Pro

TCA
GGC
Gly

CCA
Pro

cce
Pro

GGC
Gly

AGA
Arg

GGC
Gly

Asp

GGG
Gly

ccc
Pro

AGA
Arg

GGA
Gly

GTG
val

GGC
Gly

CAA
Gln

Gly

TTA
Leu

GTG
val

GGT
Gly

TTC
Phe

GCA
Ala

CAC
Ris

GCG
Ala

Lys

cCcG
Pro

GGC
Gly

GCT
Ala

cCcT
Pro

ACT
Thr

GCT
Ala

CCT
pro

[olol]
Pro

GGC
Gly

cce
Pro

CCT
Pro

GGA
Gly

ARG
Lys

GGA
Gly

GCA
Ala

GGG
Gly

ccT
Pro

GGA
Gly

TAC
Tyr

AARR
Lys

CAC
His

ccc
Pro

GGT
Gly

GCA GGC GCT

Ala

GGA
Gly

TCT
Ser

GGG
Gly

GAG
Glu

Gly

ATC
Ile

ARA
Lys

CTT
Leu

CCT
Pro

Ala

CCA
Pro

GGG
Gly

ART
Asn

GGC
Gly

ccT
Pro

GGA
Gly

GAT
Asp

ARG
Lys

GGA
Gly

GAT
Asp

GGT
Gly

CTC
Leu

GGG
Gly

GAA
Glu

GCT
Ala

GGA
Gly

AcCC
Thr

CChA
Pro

cce
Pro

CCA
Pro

GCA
Ala

cca
Pro

GGA
Gly

ACG
Thr

AGA
Arg

GGA
Gly

ACT
Thr

GGT
Gly

GCA
Ala

GCG
Ala

GAT
Asp

TGC
Cys

‘GTT

Val

ACC
Thr

GAC
Asp

TAC
Tyr

GGC
Gly

TTC
Phe

AAG
Lys

CAG
Gln

TGG
Trp

AAG
Lys

CAG
Gln

GTC
Val

CARA
Gln

ACT
Thr

ATC
Ile

ATC
Ile

GTG
val

GGC
Gly

GTG
val

CAC
His

CAG
Gln

GTC
val

TTG
Leu

CCA
Pro

GGC
Gly

TAC
Tyr

TGG
Trp

TCC
Ser

ccT
Pro

ATC
Ile

TAT
Tyr

GGA
Gly

CTC
Leu

cTG
Leu

cTC
Leu

TCT
Ser

TTC
Phe

CTC
Leu

ARC
Asn

ACA
Thr

TAT
Tyr

GAT
Asp

CAG
Gln

TTC
Phe

GTT
val

TCC
Ser

ARG
Lys

TAC
Tyr

ARG
Lys

CAG
Gln

CTG
Leu

TCA
Ser

AGC
Ser

AAR
Lys

CAA
Gln

TAT
Tyr

ARC
Asn

GCT
Ala

cce
Pro

GGG
Gly

GCC
Ala

GeT
Ala

CAG
Gln

TTC
Phe

GGC
Gly

TCG
Ser

CAC
His

TAT
Tyr

CAT
His

TCC
Ser

ACC
Thr

GGG
Gly

ACG
Thr

CAG
Gln

[o{el]
Pro

TAT
Tyr

TAC
Tyr

cCT
Pro

AGC
Ser

GGA

GCC
Ala

GGA
Gly

GCC
Ala

GAC
Asp

CAC
His

GTG
val

GCeC
Ala

TCG
Ser

GCT
Ala

TCG
Ser

GTA
val

GTG
val

CCA
Pro

GTG
Val

ATG
Met

GTG
Val

ARC
Asn

CCA
Pro

TCT
Ser

ACA
Thr

GGT
Gly

AGA
Arg

CAT
His

TAC
Tyr

cre
Leu

GGG
Gly

ATG
Met

GAG
Glu

GGA
Gly

ATT
Ile

ACT
Thr

GTG
val

AcC
Thr

GAG
Glu

CTG
Leu

TGA

GGC
Gly

ATG
Met

cce
Pro

GGA
Gly

AAA
Lys.

‘TAC

Tyr

CcTC
Leu

TAC
Tyx,

TTC
Phe

cCcG
Pro

ATC
Ile

ATC
Ile

AGC
Ser

GAC

Asp

ACG

Thg

TCC
Ser

ATA
Ile

ATG
Met

cca
Pro

TTC
Phe

ACC
Thr

GAA~
Glu
GAG |
Glu -

Tce

‘Ser

ARG
Lys

TCT
‘Ser

TTT
Phe

AcC
Thr

CAC
His

TAC

Asn

caG |-
Gln
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. Sus. scrofa

APENDICE VIi: ALINEACION DE LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS
DEL EXON 3 DEL GEN COL10A1 EN VERTEBRADOS

La secuencia del humano es el patrén de comparacion. Se muestran séio las
diferencias, los puntos indican la misma base, las lineas indican ausencia de base.

10 20 30 40 50 60
- * - N * *
Homo sapiens TAGCAGTAAGAGGAGAGCAAGGTACCCCTGGTCCACCAGGCCCTGCTGGACCTCGAGGGT
Bos taurus 0o TeeCeBGrnvvnssneeesseCeTioinrancarsscorsoasoCorvinecnonreocane
Sus scrofa T..C... . . seeTT,.C.us [ Y . R
Canis familiaris «.T.vieeecnerscenssorsensTTavusoeeossBieeeeeConniocnonnnnnnen

90 ‘100 110 120

* Homo' sapiens AMACCAGGCTACGGAAGTCCTGGACTCCMGGAG“v

Bos- taurus
Sus scrofa i’
Canis:familiaris’

‘- Homo sapiens
.-Bositaurus:’
Sus scrofa

... Homo sapiens
Bos ‘taurus;
Sus: scrofa’
Canis’ . familia

. Homo' sapi
“ Bos: taurus

Canis:familiaris -

R v L *
Homo sapiens CTGTGCCAGGM}\ACCTGGACMCAGGGACCCACAGG" CCCAGGACCCA TTTC
Bos taurus : ' TGCATAAT
..'Sus scrofa ’ IR ¢ L P sees TG
‘Canis familiaris . A.Teeereeruironseanseseneness Ty TG.A

52




400 410 420
T - -

Homo sapiens

Bos taurus

Sus acrofa

Canis familiaris

B o S

vesecssasCALL.,

470 480
. -

GCCCTCAGGGTCCCACAGGAC

. [

Homo sapiens
Bos taurus
Sus scrofa
Canis familiaris .,

Homo sapiens

Bos taurus

Sus scrofa

Canis familiaris

Homo sapiens .
Bos taurus
Sus scrofa o
Canis familiari

Homo sapiens

Bos taurus’’
. - Sus scrofa::;
. Canis familia

Homo .sapiens
Bos: taurus;
Sus scrofa: :
Canis familiaris

- Homo ‘sapiens -
Bos' taurus .
Sus scrofa . ...
Canis familiaris ,....G.. .

790 8307
W : - - * . I ; . T
Homo sapiens CTGGCCTTCCTGGGGGTCCAGGTGCCARAGGGGAACAAGGGCCAGCAGGTCTTCCTGGGA -
Bos taurus TGoveeeessBe s sBitciertiinacissanerssssrseasCiciresnnesBeiiieeaG

Y . SO o P

Sus scrofa
Canis familiaris T.........A..AA...cvc. ...
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350

Homo sapiens
Bos taurus

Sus scrofa Aiiiiit
Canis familiaris .A...v .00

910
Homo sapiens GTAGCCATGGTCTCCCAGGCCCT.
Bos taurus PEORY; TR > o PN c KPR
Sus scrofa .C.ATA.C..GG: v
Canis familiaris .C.A...A..GA.T..

Homo sapiens
Bos taurus

Sus scrofa ceresen
Canis familiaris .......A

EPIPIPIN < o ceven

CC.LT, c....'r..‘

...T......T.....-

RN

1060

1050 e

Homo sapiens
Bos taurus
Sus scrofa
Canis familiaris

Homo sapiens :
Bos taurus
-Sus scrofa .’
Canis familiaris

. Homo' sapiens
Bos . taurus

8Sus . scrofa -
_Canis familiaris

Homo sapiens
-Bos _taurus

'Sus scrofa

Canis familiaris

Homo sapiens .
Bos taurus | v‘.G
Sus scrofa BTN
Canis familiaris ....c

LUUBTC i e T




+/ Bos' taurus:

Homo sapiens .
Bos taurus -
Sus scrofa
Canis familiaris .

Homo sapiens
Bos taurus

Sus ‘scrofa.:
Canis familiaris

Homo sapiens
Bos taurusi:
Sus ‘scrofa .-
Canis fami

Homo ‘sapiens
Sus-'scrofa .
Canis. familiar

,rHomOjsapiens'A'kkAAATTTTGTATAACAGGCAACAGCATTATGA
Bos taurus - ) .G.....A... Y T S
Sus scrofa’
. Canis familiaris GoiCividada WA

Homo sapiens
Bos' taurus
Sus scrofa
Canis familiazis

Homo sapiens GCCTGTATAAGAAT
Bos taurus I A~
Sus scrofa
Canis familiaris ....

Homo sapiens TGGATCAGGCTTCAGGGAGTGCCATCATCGATCTCACAGAAAATGACCAGGTGTGGCTCC

Bos taurus IR TR TR ERY - PP c Y  SURpY - PR o P < ] T R S
Sus scrofa cseeesnssecesrsasrsssssssesCeTuiieavraseeTii,, i .

Canis familiaris .............Ge0'us

A
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1810 1820 1830 1840 1850 10860
- N . .

N * - -
Homo sapiens AGCTTCCCAATGCCGAGTCAAATGGCCTATACTCCTCTGAGTATGTCCACTCCTCTTTCT
Bos taurus 1eeeBGiiiee et AGL. .G .C GG uT e eCrtvveaeCriirnntoncasanns
Sus scrofa B T o A« B N o < R T Y = P .o
Canis familiaris ....G.¢. . .CA.G.GA..G..C.GueuBrirraeeaslliueiCiturnrennonnnones

1870 1880
w* >

Homo sapiens CAGGATTCCTAGTGGCTCCAATGTGA
Bos taurus B T

tese s e

Sus scrofa .o
Canis familiaris ... GeeeTeeeeroarnnnncrase

gl CON
FALLA DE ORIGEN
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- Bos taurus

APENDICE VIil: ALINEACION DE LAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS
DE LA COLAGENA TIPO X CODIFICADAS POR EL EXON 3
DEL GEN COL10A1 EN VERTEBRADOS

La secuencia del humano es el patron de comparacion. Se muestran sélo las
diferencias; los puntos indican el mismo aa, las lineas indican ausencia de aa.

10 20 30 40 50 60

- - - » » *

Homo sapiens AVRGEQGTPGPPGPAGPRGHPGPSGPPGKPGYGSPGLQGEPGLPGPPGPSAVGKPGVPGL
Bos taurus SL,eveseleiceeeseoseonsrssvssnssceslTeiedPiiQueevenaeeesTou Lot
Sus scrofa SL.....Teceevsnns IEERE TR FETRY P « FINPINPIIIY (IS PP
Canis familiaris S......I...Q...................H....P..............T....L...
70 80 .- - 80 100 110' 120

»n .

- ; PR P
Homo sapiens

Bos taurus

Sus scrofa

Canis familiaris

Homo sapiens .

Bos “taurus:
Sus scrofa
- Canis familiaris

Homo 'sapiens
Bos: taurus
Sus .scrofa
Canis. famili

Homo' Sapie

Sus: 'scrofa’;

Homo.sapiensf ”‘SHGLPGPKGETGPAGPAGYPGAKGERGSPGSDGKPGYPGKPGLDGPKGNPGLPGPKGDPG
"Bos taurus . o . . +S.LivesecesEBou Noviiiiiiiieinnn
Sus scrofa [SPIRIRY ST |
‘. Canis familiaris NQ. I......M..V....H.........s L........E..SS.....S......;.A.
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370 380 L 390 ; 400 . 410 420
. : . . . .

Homo sapiens VGGPPGLPGPVGPAGAKGMPGHNGBAGPRGAPGIPGTRGPIGPPGIPGFPGSKGDPGSPG
Bos taurus . IALS. o vevaiediiiaiVey ..........V T.o
Sus scrofa

Iovae oo

Homo sapiens
Bos  taurus
Sus scrofa .
Canis familiaris

Homo sapiens
Bos taurus
Sus scrofa
Canis familia:is -

Homo sapiens
Bos taurus

Sus scrofa - ./
Canis familiari

UL IVLEL

SSFSGFLVAPM*

-
-

‘Homo 'sapien
Bos taurus:
Sus .- scrofa o
‘Canis familiaris' .,.TG...

Poeavsooonssennan
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APENDICE IX: ALINEACION DE LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS
DEL EXON 3 DEL GEN COL10A1 EN PERROS

La secuencia del Pastor es el patrén de comparacién. Se muestran sélo las
diferencias. Los puntos indican la misma base, las lineas indican ausencia de

base.

10 20 30 40 50 60
. * N * N .

Pastor Alem&n TATCAGTAAGAGGAGAGCAAGGTATTCCTGGTCCACAAGGCCCCGCTGGACCTCGAGGGC

Basset hound .G, CeGurrversrearosrsnsasesrsrsossstsasosnocasassnnsssonsscsas
Dachshund PR P o <

70 ao,'

* - *

Pastor Aleman ACCCAGGGCCATCAG
Basset  hound RS
Dachshund Cee

Pastor Alem&n AGCCGGG
Basset hound .. .
Dachshund Ry

Basset hound -
Dachshund

-Dachshund

" Basset_hound V.,
Dachshund ‘ ;

Basset hound .....
Dachshund




4300 440 450 oLo4s0.

Pastor Alemé&n
Basset hound
Dachshund R EEREEEE

Pastor Alemén GC( C P ]
Basset hound . .viivees
Dachshund cee e el

Pastor Aleman
Basset hound ....M
Dachshund

Pastor: Alégnén’
Basset  hound
Dachshund ::

: -Pa‘.'s‘to:j ‘Aleman
- Basset: hound

' Dachshund
=780
. L .
Pastor Aleman E
Basset hound ceeen g E
. Dachshund o‘
840 =y
R - cn__,_::
o k Semag .
Pastor ‘Alem4 e 3
: Basset .hound Ceg =T
. Dachshund — -_‘l—-:’
g

L

Déchshund

960
: SO .
© Pastor; Alemén’ GCAACCAAGGS _ TGCAGGACACC
Basset hound ' g : eeirasass

o ‘Dachshund E

60 :




1020

9707
SR

L e
Pastor. Alemin CTGGGGCARAGGGAGAAAGG
Basset hound O T
Dachshund’

Basset hound -},
Dachshund

. -Basset hound
* Dachshund

,‘Pésﬁor,Alemé
' Basset’ houn
Dachshund

“'pastor
Basset "hound -,
Dachshund B

Y

. O o 5 x0T
Pastor Alemén GTCCCCCTGGCCCAGCTGGCGTGGCAACTAAGGGGCTT.
Basset hound .... e ‘
Dachshund cren

Ceosusseeresnnaseen

* * -
Pastor Alemé&n AGGCCACGCTGGAGAGCCTGGCCT!

Basset hound ..., ceserecssansensesnnn
Dachshund SN

GGGCCAAGCGGCCTCGTCTGAGGGCT!

R R L R R

Pastor Alemén
Basset hound:
Dachshund

1500
-

AGTAACAG&AATGCCGATGTCTGCGTTCACTG*CATCCTCT

. . sediennes

Basset hound '\
Dachshund . ..

cesrreens




1510 5 1520 . . 1530 : 1540 . 1550 s 1560

B » . * T S
Pastor aleman CCAAAGCTTATCCGGCCGTGGGTATTCCCATCCCATTTGATAAGATCTTGTATMCAAGC : 5
Basset hound ........0.0Co :

Dachshund sesesasessCy

Basset hound
Dachshund

Pastor Alem&n TCTC
Basset  hound :
bachshund -

- Basset’ houn o E
;- Dachshun e o “'
‘ i
; oM 2
.. Pastor Alema —
g .. Basset’ hound P
, ' Dachshund | e "
1860
Pastor Aleman

Basset hound
Dachshund

Pascor Alemén CAM.‘GTGA
Basset hound -
Dachshund -
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APENDICE X: ALINEACION DE LAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS
DE LA COLAGENA TIPO X CODIFICADAS POR EL EXON 3
DEL GEN COL10A1 DE PERROS

La secuencia del Pastor es el patrdon de comparacion. Se muestran sélo las
diferencias, los puntos indican el mismo aa, las lineas indican ausencia de aa.

10 20 30 40 50 60

- - N - * -

Pastor Alemdn SVRGEQGIPGPQGPAGPRGHPGPSGPPGKPGHGSPGPQGEPGLPGPPGPSATGKPGLPGL
Basset hound Al...iesecerecsrsorssscssssssenessesss KESR.CLAHRDHRPL,SQVCQDC
Dachshund Aleievesasnaranns R R T P R
70 80 80 100 110 120

W L * -

Pastor Alemén PGKPGSKGPSGPKGDIGPAGLPGPRGPPGPPGSPGPAGITIPGKPGQQGPMGAPGPRGFP
Basset hound: QENQ.Q.DHLDQ. EILDQLVYRdHGAHQGHPEAPAQLELLFQENLDNRDLWEPQDPGAFQ
Dachshund

D A

140 150 - 160 170 . 180
* - - ol

L Pastor Alem GEKGAPGVPGVHGQKGETGYGAPGRPGERGPPGPQGPLGPPGPPGVGKhGE%GFPGQPGI
Basset hound EKRGHQESLVCMDRKGKQDMALLDAQVREALLALRVPWDPRAHLEWEKEVKLAFQDSQAS

Dachshund  *.............................PSWPSGSPGTPGPTWSGKKR
190 200 210 220 230 240
- - * - *

pPastor Alemén KGDRGFPGERGAAGPPGPQGPPGERGPEGTGKPGAPGAPGQPGIPGTKGHPGAPGIAGSP
Basset hound KVIGAFQERGEQLAHQAPKVLPGNEDOKALGSQEPQEPQASQGFLGQKVTILALPE--=-—
Dachshund

250 260 270 280 290 . : 300

X Pastor Aleman GAPGFGKPGLPGLKGQRGPIGLEGSPGAKGEQGPAGHPGEPGLTGPPGNMGPQGPKGIPG
Basset hound
Dachshund -

_~Basset hound
Dach;hundf

TESIS CON

FALLE iE (R

e 410 420
. : *
'Pastor Alemén LRGS

1ij

.Basset’ hound
-Dachshund "
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Basset hound ;
Dachshund

! Pastor<Aleman: VSAHOGVT
.- Basset'ihound - -
- Dachshund

./Basset hound’
- Dachshund *;

‘Pastor Alemén SNGLYSSQYVHSSE‘SGE‘LVAPM
'‘Basset:-hound . -
‘Dachshund:, = -

~ TESIS CON
PALLA DE ORIGEN
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