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Método para diagnosticar o determinar la predisposicion
genética a desarrollar miocardiopatia hipertrofica.

El método para diagnosticar o determinar la predisposi-
cién genética de un sujeto a desarrollar miocardiopatia
hipertréfica (MCH), tanto familiar como esporadica, se ba-
sa en la identificacién de mutaciones puntuales en el gen
MYH?7, que codifica la cadena pesada de la beta miosina
cardiaca humana, asociadas con el desarrollo de MCH.
Dicho método constituye una herramienta de diagnéstico
Gtil que es particularmente importante cuando se estudian
sujetos asintomaticos con sospecha de tener la enferme-
dad. Los sujetos sintomaticos pueden ser diagnosticados
por un médico. Los sujetos asintomaticos procedentes de
familias con una historia de MCH pueden ser estudiados
selectivamente usando este método lo que permite dis-
poner de un diagnéstico antes de la aparicion de la enfer-
medad. A los individuos que posean la mutacién asocia-
da con la enfermedad se les pueden aconsejar pautas de
comportamiento apropiadas.
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DESCRIPCION

Meétodo para diagnosticar o determinar la predisposicion genética a desarrollar miocardiopatia hipertréfica.
Campo de la invencion

La invencidn se relaciona con un método para determinar in vitro la predisposicion genética de un sujeto a des-
arrollar miocardiopatia hipertréfica o para diagnosticar un sujeto de dicha enfermedad, basado en un ensayo genético,
extracorpéreo, de una muestra biolégica procedente de dicho sujeto, que comprende detectar la presencia o ausencia
de una mutacién puntual de un nucleétido, asociada con dicha enfermedad, en el gen MYH?7 que codifica la cadena
pesada de la beta miosina cardiaca humana.

Antecedentes de la invencion

La miocardiopatia hipertréfica (MCH) es una enfermedad autosémica dominante que representa un grupo hetero-
géneo de enfermedades del miisculo cardiaco cuyos sintomas y manifestaciones clinicas incluyen grados variables de
hipertrofia y alteracion de la funcién sistélica y diastdlica. La MCH puede ser familiar (MCHF) o esporddica (MCHE).
Los individuos afectados por dicha enfermedad pueden ser sintomdticos o asintomaticos. La prevalencia es de aproxi-
madamente 1/500 en la poblacion general y la consecuencia mds seria es la muerte stibita de los individuos portadores
y aparentemente sanos.

La MCHF es una enfermedad hereditaria del misculo cardiaco que se caracteriza por un incremento en la ma-
sa ventricular y una alteracién de la funcién sistdlica y diastdlica. La patologia de la MCHF es el resultado de
las consecuencias fisiologicas de la alteracion de la funcién sistélica y diastdlica, y sus caracteristicas patologi-
cas estdn bien establecidas (Maron BJ & Epstein SE. 1980. Amer. J. Cardiol. 45:141-154; Braunwald E. 1997.
Heart Disease: a textbook of cardiovascular medicine. WB Saunders; Philadelphia. p 1404). Ademds del hallazgo
clasico del engrosamiento asimétrico del septo interventricular también puede observarse la hipertrofia de la pa-
red anterior del ventriculo izquierdo y del apex cardiaco. La distribucién anatomica y la severidad de la hipertro-
fia pueden ser muy variables. Con frecuencia se observa fibrosis en el ventriculo hipertrofiado y en la regién del
septo.

La mayoria de las anormalidades histoldgicas caracteristicas de la MCHF tienen que ver con la desorganizacion
de las miofibrillas en los miocitos. Los miocitos pueden hipertrofiarse hasta diez o veinte veces el didmetro normal de
una célula cardiaca (Becker AE. 1989. Pathology of Cardiomyopathies, en Cardiomyopathies: Clinical Presentation,
Differential Diagnosis, and Management, Shaver JA ed., F. A. Davis Co., New York, pp. 9-31; Braunwald E. 1997.
Heart Disease: a textbook of cardiovascular medicine. WB Saunders; Philadelphia. p 1404).

Actualmente se admite que la MCH es el resultado de mutaciones en genes que codifican las proteinas del apa-
rato contrictil. De hecho, entre las posibles causas de dicha enfermedad, se reconoce la existencia de mutaciones en
los siguientes genes: cadena pesada de la beta miosina cardiaca humana (MYH?7); Proteina de uni6én a la miosina
(MYBPC3); Troponina T (TNNT2); Troponina I (TNNI3); Troponina C (TNNC 1); Alfa tropomiosina (TPM1), Ca-
dena reguladora ligera de la miosina (MYL2); Cadena ligera esencial de la miosina (MYL3), Actina cardiaca alfa
(ACTC) (Richard P et al; 2003 Circulation. 107(17):2227-32); Titina (TTN) (Satoh et al. 1999. Biochem Biophys Res
Commun 262, 411); Cadena pesada de la alfa miosina (MYH6) (Tanigawa et al. 1990.) Cell 62, 991); Sub-unidad no
catalitica gamma 2, activada por AMP, de la proteina kinasa (PRKAG?2) (Gollob et al. (2001) N Engl J Med 344, 1823;
Blair et al. 2001 Hum Mol Genet 10, 1215); Quinasa 2 de la cadena ligera de la miosina (MYLK2) (Davis et al. 2001
Cell 107, 631); Genoma mitocondrial (Arbustini et al. Heart 1998; 80:548-58).

Diversos andlisis genéticos han permitido identificar mutaciones en el gen MYH7, que codifica la cadena pesada
de la beta miosina cardiaca humana, asociadas a la aparicion de MCHF (Seidman CE & Seidman JG. 1991. Mol.
Biol. Med. 8:159-166; Tanigawa et al. 1990. Cell 62:991-998; Geisterfer-Lowrance et al. 1990. Cell 61:999-1006),
habiéndose identificado mds de 100 mutaciones causantes de MCHF (http://www.cardiogenomics.org).

Actualmente el diagnéstico de la MCHF se basa en los datos clinicos, fundamentalmente el ecocardiograma. Sin
embargo, este sistema no permite detectar los casos de muerte subita que, en general, estdn provocados por la presencia
de una mutacién en alguno de los genes implicados. Como es conocido, la MCHEF es la primera causa de muerte stibita
en personas jovenes y, dada su prevalencia (1/500), puede estimarse que el nimero de portadores de alguna de las
mutaciones responsables de dicha enfermedad en nuestro pais se acerca a las 75.000 personas.

El gran tamafio de los genes relacionados hasta la fecha con la aparicion de MCH, por ejemplo, el gen MYH7
(28.425 pares de bases) dificulta en gran medida la identificacién de mutaciones asociadas con MCH. Esta invencién
proporciona un método sencillo y rdpido para la identificacién de algunas mutaciones en el gen MYH7 que pueden ser
causa de MCH.

Compendio de la invenciéon

La presente invencion se basa en el descubrimiento de una nueva mutacién puntual en el gen MYH7 asociada
con una mayor predisposicién de que el sujeto que la porta desarrolle MCH. La nueva mutacién puntual en el gen
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MYH?7 asociada con el desarrollo o la predisposicién a desarrollar MCH identificada en esta invencién es la mutacién
Met388Thr, la cual se definira detalladamente mas adelante.

La identificacién de la presencia de dicha mutacién en el gen MYH?7 en un sujeto con MCH permite tomar medidas
preventivas en el caso de los portadores, tales como ejercicio, medicacidn, consejo genético, etc. En los casos en los que
se identifiquen mutaciones consideradas de alto riesgo podran tomarse medidas adicionales tales como la implantacién
de un desfibrilador con el fin de evitar la muerte subita del sujeto portador de tales mutaciones.

Por tanto, en un aspecto, la invencién se relaciona con un método para determinar in vitro la predisposicién ge-
nética de un sujeto a desarrollar MCH que comprende analizar el 4cido nucleico contenido en una muestra bioldgica
procedente de dicho sujeto para detectar la presencia o ausencia de una mutacién puntual en el gen MYH7 asociada
con la MCH, en el que dicha mutacién es Met388Thr.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un método de diagnéstico in vitrro de MCH que comprende obtener
una muestra biolégica procedente de un sujeto en donde dicha muestra biolégica contiene dcido nucleico y diagnosticar
el sujeto de MCH mediante la deteccién de la presencia de una mutacién puntual en el gen MYH?7, en el que dicha
mutacién es Met388Thr, como indicador de la enfermedad.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método no invasivo para diagnosticar MCH en un sujeto que
comprende aislar, a partir de una muestra de sangre procedente de dicho sujeto, un fragmento del 4cido nucleico
presente en dicha muestra de sangre que comprende, al menos, una de las regiones del gen MYH7 en donde se
encuentra la mutacion puntual responsable de dicha mutacién Met388Thr, y diagnosticar el sujeto de MCH mediante
la deteccidn de la presencia o ausencia de, al menos, dicha mutacién, como indicador de la enfermedad.

La invencién proporciona, por tanto, un método para determinar in vitro la predisposicion genética de un sujeto a
desarrollar MCH, o para diagnosticar un sujeto de MCH, bien sea familiar (MCHF) o esporddica (MCHE), basado en
la deteccion de una nueva mutacién puntual en el gen MYH?7 relacionada con la aparicién de dicha enfermedad. La
deteccién de la mutacion en una persona con riesgo o predisposicion genética de desarrollar MCH puede realizarse de
forma relativamente sencilla y rdpida usando el método proporcionado por esta invencién.

El método proporcionado por esta invencién constituye una herramienta ttil de diagnéstico y/o prondstico que
resulta particularmente importante cuando se aplica sobre sujetos asintomaticos de los cuales se sospecha que pueden
tener la enfermedad. Los sujetos sintomaticos tienen muchas mas probabilidades de ser diagnosticados adecuadamente
por un médico. Los sujetos asintomdticos de familias que tengan una historia de MCHF podrian ser diagnosticados
usando el método de esta invencion lo que permitiria su diagndstico antes de la aparicion de los sintomas. A los sujetos
en los que se detecte una mutacion responsable de MCHEF se les puede aconsejar unas pautas de comportamiento que
probablemente prolonguen su vida; por ejemplo, evitar el ejercicio intenso, medicacidn, etc., y, en su caso, implantarles
un desfibrilador.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Para facilitar la comprensién de la invencién objeto de esta solicitud de patente, se expone, a continuacion, el
significado de algunos términos y expresiones tal como se utilizan en el contexto de la presente invencion.

El término “MCH” se refiere a la miocardiopatia hipertréfica e incluye la miocardiopatia hipertréfica familiar
(MCHEF) y la miocardiopatia hipertréfica esporddica (MCHE).

El término “predisposicién genética” se refiere a la probabilidad de que un sujeto desarrolle una patologia de-
terminada (en este caso, MCH); a modo ilustrativo, un sujeto con una predisposiciéon genética elevada tendrd mas
probabilidades que la media para desarrollar dicha patologia, mientras que un sujeto con una predisposicion genética
reducida tendrd menos probabilidades que la media para desarrollar dicha patologia.

El término “sujeto” se refiere a un ser humano, de sexo masculino o femenino, de cualquier raza o edad.

El término “proteina” se refiere a una cadena molecular de aminoécidos, unidos por enlaces covalentes o no co-
valentes. El término incluye todas las formas de modificaciones post-traduccionales, por ejemplo glicosilacién, fosfo-
rilacién o acetilacién. Los términos “péptido” y “polipéptido” se refieren a cadenas moleculares de aminoécidos que
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representan un fragmento proteico. Los términos “proteina”, “péptido” y “polipéptido”, se usan indistintamente.

El término “MYHT7” se refiere al gen que codifica la proteina denominada “cadena pesada de la beta miosina
cardiaca humana”. La secuencia de nucleétidos del gen MYH?7 es conocida [Jaenicke T et al. 1990. Genomics 8:194-
206; NCBI, ntimero de acceso M57965, versién M57965.2 (GI: 24429600)].

El término “gen” se refiere a una cadena molecular de desoxirribonucledtidos, que codifica una proteina.
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El término “DNA” se refiere al acido desoxirribonucleico. Una secuencia de DNA es una secuencia de desoxirri-
bonucle6tidos.

El término “cDNA” se refiere a una secuencia de nucledtidos complementaria a una secuencia de mRNA.
El término “RNA” se refiere al 4cido ribonucleico. Una secuencia de RNA es una secuencia de ribonucleétidos.

El término “mRNA” se refiere al 4cido ribonucleico mensajero, que es la fraccién del RNA total que se traduce a
proteinas.

El término “secuencia de nucledtidos” o “secuencia nucleotidica” se refiere indistintamente a una secuencia de
ribonucledtidos (RNA) o de desoxirribonucleétidos (DNA).

El término “mutacién puntual” se refiere a un SNP (single nucleotide polymorphism), es decir, una variante en una
Unica base de una secuencia de nucleétidos determinada.

Para la nomenclatura de las mutaciones puntuales se han seguido las recomendaciones contenidas en las siguientes
referencias: (i) den Dunnen JT, Antonarakis SE. 2000. Mutation nomenclature extensions and suggestions to describe
complex mutations: a discussion. Hum Mutat. 15(1):7-12; y (ii) Antonarakis SE. Recommendations for a nomenclature
system for human gene mutations. Nomenclature Working Group. Hum Mutat. 11(1):1-3.

Invencion

La invencién proporciona, en general, un método para evaluar in vitro la predisposicién genética de un sujeto a
desarrollar MCH. Dicho método permite identificar aquellos sujetos que, dentro de un grupo o poblacién de sujetos,
presentan una mayor predisposicién genética de desarrollar MCH. Dicho método puede utilizarse tanto con fines de
diagnéstico (método de diagndstico) como con fines de prondstico (método de prondstico). Un método de diagndstico
se refiere a un ensayo realizado sobre un sujeto al que previamente se le ha determinado su pertenencia a un grupo
de riesgo de padecer MCH debido a que presente sintomas o a los resultados de otro andlisis diferente. Un método
de prondstico se refiere a un método que ayuda a predecir, al menos en parte, el posible desarrollo de la MCH en
un sujeto. A modo ilustrativo, se puede analizar un sujeto al que previamente no se le ha diagnosticado MCH, o
que carece de sintomas, con el fin de obtener informacién sobre la probabilidad de que dicho individuo desarrolle
MCH.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencién se relaciona con un método para determinar in vitro la predisposicion
genética de un sujeto a desarrollar MCH que comprende analizar el 4cido nucleico contenido en una muestra bioldgica
procedente de dicho sujeto para detectar la presencia o ausencia de una mutacién puntual en el gen MYH7 asociada
con la MCH, en el que dicha mutacién puntual asociada con la MCH, en adelante mutacién puntual de la invencion,
es la mutacién Met388Thr.

En una realizacidn particular, la secuencia de nucleétidos del gen MYH7 comprende la SEQ. ID. NO: 1. En este
caso, el cambio de nucleétidos relacionado con la mutacién puntual de la invencién es el siguiente:

Mutacion Cambio del nucledtido
Met388Thr 10127T>C

La presencia de dicha mutacién puntual de la invencién en el 4cido nucleico presente en la muestra bioldgica
procedente del sujeto ensayado es indicativa de la existencia de una mayor predisposicién genética de dicho sujeto
a desarrollar MCH que la media, o de que dicho sujeto puede ser diagnosticado de MCH o de que dicho sujeto ha
desarrollado MCH.

La puesta en practica de dicho método comprende la obtencidén previa de una muestra biolégica del sujeto a ensayar
y analizar el 4cido nucleico contenido en dicha muestra bioldgica para detectar la presencia o ausencia de la mutacién
puntual de la invencién mediante cualquier método apropiado para detectar tales mutaciones.

La muestra bioldgica procedente del sujeto a ensayar puede ser cualquier muestra biolégica de dicho sujeto que
contenga 4cido nucleico. El dcido nucleico presente en dicha muestra biolégica puede ser DNA, por ejemplo, DNA
genémico (gDNA) o cDNA, o RNA, por ejemplo, mRNA. Para analizar gDNA se puede utilizar practicamente cual-
quier muestra bioldgica que contenga gDNA, por lo que muestras puras de eritrocitos de mamiferos no pueden ser
utilizadas. Asimismo, para analizar cDNA o mRNA la muestra bioldgica debe ser obtenida de células o tejidos que
expresen MYH7. A modo ilustrativo, la muestra biolégica que contiene dcido nucleico procedente del sujeto a ensayar
puede ser una muestra de tejido o de sangre de dicho sujeto. En una realizacién particular, dicha muestra bioldgica se
obtiene a partir de células nucleadas de sangre periférica del sujeto a ensayar.

El 4cido nucleico contenido en la muestra bioldgica procedente del sujeto a ensayar puede ser aislado por métodos

convencionales mediante el empleo de kits comerciales que permiten el aislamiento de dcidos nucleicos. Algunos de
los sistemas comerciales para la extraccion de dcidos nucleicos estdn comercializados por diversas compaiiias, tales
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como Qiagen y Amersham Biosciences, por citar dos ejemplos. Los protocolos de extraccion estan bien establecidos
en los manuales de instrucciones que se ofrecen junto con los kits de extraccién de dcidos nucleicos suministrados por
las empresas mencionadas.

Muchos de los métodos aqui descritos para detectar la presencia o ausencia de una mutacién puntual de la invencion
requieren la amplificacién de la secuencia diana del acido nucleico presente en la muestra bioldgica procedente del
sujeto a ensayar, por ejemplo, la amplificacion previa de un fragmento del gen MYH7 que comprende la regién en
donde se desea estudiar la presencia o ausencia de la mutacién puntual de la invencién.

Dicha amplificacién puede realizarse por cualquier técnica conocida, preferentemente, mediante la reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR) o cualquiera de sus variantes, por ejemplo, PCR anidada o nested-PCR. Informacién
sobre la realizacién de PCR y sus variantes puede encontrarse en las patentes norteamericanas US 4.965.188, US
4.800.159, US 4.683.202 y US 4.683.195, asi como en las publicaciones de Ausubel et al. eds. Shorts Protocols in
Molecular Biology, 3rd edition, Wiley, 1995; e Innis et al., eds., PCR Protocols, Academic Press, 1990.

Otros métodos de amplificacién incluyen la reaccién en cadena de la ligasa (LCR) (Wu & Wallace. 1989. Genomics
4:560-569; Landegren et al. 1988. Science 241:1077-1080), la amplificacion por desplazamiento de banda (G. Walker
et al. 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:392-396; G. Walker et al. 1992. Nucleic Acid Res. 20:1691-1696), la am-
plificacion basada en la transcripcion (D. Kwoh et al. 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), la replicacién
de secuencia auto-sostenida (3SR) (J. Guatelli et al. 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), el sistema de
la replicasa Q@ (P. Lizardi et al. 1988. BioTechnology 6:1197-1202), la amplificacién basada en la secuencia de dcido
nucleico (NASBA) (R. Lewis. 1992. Genetic Engineering News 12(9):1) y la amplificacién por la polimerasa del fago
phi29 (L. Blanco et al. 1989. J Biol Chem. 264:8935-8940).

La presencia o ausencia de la mutacién puntual de la invencién en el 4cido nucleico presente en la muestra bio-
16gica procedente del sujeto a ensayar se puede detectar por métodos convencionales, por ejemplo, mediante el em-
pleo de sondas de oligonucledtidos marcadas con un grupo marcador detectable o mediante reacciones enzimaticas
especificas.

En una realizacién particular, la determinacién de la presencia o ausencia de la mutacién puntual de la inven-
cion en el dcido nucleico presente en la muestra bioldgica procedente del sujeto a ensayar se realiza mediante el
empleo de una sonda de oligonucledtidos especifica marcada con un grupo marcador detectable. Se han descrito
numerosos ensayos que utilizan sondas marcadas, los cuales pueden ser utilizados en la puesta en practica de la pre-
sente invencién (véanse, por ejemplo, las patentes norteamericanas US 4.302.204, US 4.358.535, US 4.563.419 o
US 4.994.373). A modo ilustrativo, en una realizacion concreta, dicha mutacién puntual de la invencion se detecta
mediante el empleo de una sonda de nucleédtidos fijada sobre un soporte sélido, en donde dicha sonda de nucledti-
dos se selecciona entre una sonda de nucledtidos que es completamente complementaria a la secuencia normal de
nucledtidos que codifica la cadena pesada de la beta miosina cardiaca humana o a un fragmento de la misma que
contiene la regién donde se desea estudiar la presencia o ausencia de mutacién puntual, y una sonda de nucleétidos
que es completamente complementaria a la secuencia de nucleétidos que codifica para una cadena pesada de la beta
miosina cardiaca humana mutada (portadora de la mutacién a detectar) o a un fragmento de la misma que contiene
la regi6én donde se desea estudiar la presencia o ausencia de mutacién puntual, y detectar la presencia o ausencia de
hibridacioén.

En otra realizacién particular, la determinacién de la presencia o ausencia de la mutacién puntual de la invencién
en el dcido nucleico presente en la muestra bioldgica procedente del sujeto a ensayar se realiza mediante una reaccién
enzimdtica especifica para detectar polimorfismos, por ejemplo, mediante digestion con enzimas de restriccion y and-
lisis de los fragmentos de restricciéon (RFLP) (véanse, por ejemplo, las patentes norteamericanas US 5.324.631 y US
5.645.995). A modo ilustrativo, la mutacién puntual de la invencién puede ser detectada mediante el uso de una enzi-
ma de restriccién que reconoce especificamente el nucleétido donde reside la mutacion puntual asociada a la MCH,
verificindose posteriormente la presencia o ausencia de corte de dicha enzima de restriccion mediante la separacién
de los fragmentos de restriccion por electroforesis en un gel de agarosa o poliacrilamida (véanse los Ejemplos que
acompafian a esta descripcion).

Otras técnicas apropiadas para detectar la mutacién puntual de la invencién incluyen la secuenciacién directa de
nucledtidos (Ausubel et al. eds. Shorts Protocols in Molecular Biology, 3rd edition, Wiley, 1995; Sambrook et al.
1989. Molecular Cloning 2™ ed. Chap. 13, Cold Spring Harbor Laboratory Press), que puede realizarse por cualquier
método apropiado, por ejemplo, mediante el método de secuenciacion de didesoxinucleétidos (Sanger), secuenciacién
quimica (Maxam & Gilbert) o variantes de los mismos; minisecuenciacién directa (US 5.846.710, US 5.888.819,
Syvanen et al. 1993, Am. J. Hum. Genet. 52:46-59, Shumaker et al. 1996. Human Mut. 7:346-354, Pastinen et al. 1997.
Genome Res. 7:606-614); ensayos de hibridacién en array, por ejemplo, el ensayo multiple de diagndstico especifico
de alelo (MASDA) (US 5.834.181; Shuber et al. 1997. Hum. Molec. Genet. 6:337-347); ensayos dependientes de
discriminacién de alelos basada en hibridacién utilizando, por ejemplo, sondas TagMan (US 5.962.233; Livak et
al. 1995. Nature Genet. 9:341-342) o Molecular Beacons (US 5.925.517, Tyagi et al., Nature Biotech, 16:49-53);
electroforesis en gel diagonal de fragmentos de restriccion dispuestos en placas de microtitulacion (MADGE) (Day
& Humpobhries. 1994. Anal. Biochem. 222:389-395), transferencia de energia de resonancia por fluorescencia (FRET)
(US 5.945.283, Chen et al. 1997. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:10756-10761).
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La relacién de métodos para detectar mutaciones puntuales previamente mencionada es Gnicamente ilustrativa y
no pretende ser exhaustiva. Los expertos en la materia entenderdn que cualquier otro método que permita detectar una
mutacién puntual o un SNP puede ser utilizado para la puesta en préctica de la presente invencién y cae dentro del
espiritu de la misma.

Adicionalmente, si se desea, se puede detectar si el sujeto es heterozigdtico u homozigético para una mutacién
puntual determinada, es decir, detectar la presencia o ausencia de dichas mutaciones puntuales en ambos cromosomas
del sujeto. En general, la presencia de 2 copias de la misma mutacién puntual asociada a MCH (es decir, individuos
homozigéticos para dicha mutacién puntual) puede indicar un mayor riesgo de desarrollar MCH que en un individuo
heterozigdtico para dicha mutacién puntual.

La mutacién puntual de la invencién se ha identificado mediante un ensayo (Ejemplo 1) consistente en la ampli-
ficacion previa, mediante PCR, de una secuencia diana del gen MYH7 contenido en una muestra de 4cido nucleico
presente en una muestra de sangre periférica de un sujeto diagnosticado de MCH, seguido de un anélisis de polimor-
fismo conformacional de una hebra (SSCP) y secuenciacién directa de los productos de amplificaciéon que mostraron
un patrén de movilidad anormal en el gel de SSCP bajo cualquiera de las condiciones ensayadas. La confirmacién de
la mutacién puntual se realizé mediante un andlisis RFLP o mediante el disefio de iniciadores degenerados especificos
para la mutacién puntual en cuestion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un métrodo de diagndstico in vitro de MCH que comprende obtener
una muestra bioldgica procedente de un sujeto en donde dicha muestra bioldgica contiene 4cido nucleico y diagnosticar
el sujeto de MCH mediante la deteccién de la presencia de la mutacién puntual de la invencién en dicho 4cido nucleico,
es decir, de la mutacién Met388Thr.

Este método comprende, por tanto, la obtencién de una muestra biolégica que contiene acido nucleico del sujeto
a ensayar y analizar el 4cido nucleico presente en dicha muestra bioldgica para detectar la presencia o ausencia de
la mutacién puntual de la invencién mediante cualquier método apropiado para detectar tal mutacién. La muestra
biolégica procedente del sujeto debe presentar las mismas caracteristicas que las mencionadas previamente en relacién
con el método in vitro para determinar la predisposicién genética de un sujeto a desarrollar MCH previamente descrito.
Generalmente, antes de proceder a detectar la presencia o ausencia de la mutacién puntual de la invencién se procede
a amplificar la secuencia diana del 4cido nucleico presente en la muestra biol6gica procedente del sujeto a ensayar, es
decir, a amplificar un fragmento del gen MYH7 que comprende la regién en donde se desea estudiar la presencia o
ausencia de la mutacién puntual de la invencién. Dicha amplificacién puede realizarse por cualquiera de las técnicas
conocidas mencionadas previamente, por ejemplo, mediante PCR o cualquiera de sus variantes. El andlisis del 4cido
nucleico para detectar la presencia o ausencia de la mutacién puntual de la invencién asociada con la MCH se puede
realizar por cualquiera de las técnicas previamente mencionadas. La existencia de la mutacién puntual de la invencién
en el 4cido nucleico presente en la muestra bioldgica procedente del sujeto ensayado permite diagnosticar al sujeto de
MCH.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método no invasivo para diagnosticar MCH en un sujeto que
comprende aislar, a partir de una muestra de sangre procedente de dicho sujeto, un fragmento del 4cido nucleico
presente en dicha muestra de sangre que comprende, al menos, la regién del gen MYH7 en donde se encuentra la
mutacién puntual de la invencién asociada a MCH, es decir, la mutacién Met388Thr, y diagnosticar el sujeto de MCH
mediante la deteccién de la presencia o ausencia de dicha mutacién puntual de la invencién en dicho fragmento de
dcido nucleico.

En una realizacion particular, dicho método comprende la obtencién de una muestra de sangre, por ejemplo, de
sangre periférica, del sujeto a ensayar, la amplificacién de un fragmento del 4cido nucleico presente en dicha muestra
de sangre que comprende, al menos, la regién del gen MYH7 en donde puede encontrarse la mutacién puntual de
la invencidn, analizar la presencia o ausencia de dicha mutacién puntual de la invencion, y, en su caso, diagnosticar
al sujeto de MCH. Tanto la amplificacion del 4cido nucleico como su andlisis para detectar la presencia o ausencia
de la mutacién puntual de la invencion se pueden realizar mediante cualquiera de los métodos previamente descritos.
Adicionalmente, si se desea, dicho método comprende la evaluacién de los sintomas clinicos de la MCH en el sujeto
que esté siendo estudiado.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un kit, en particular, un kit ttil para determinar la predisposicién
de un sujeto a desarrollar MCH o para diagnosticar un sujeto de MCH, que comprende, al menos, un reactivo espe-
cifico para detectar la presencia o ausencia de, al menos, la mutacion puntual de la invencién, es decir, la mutacién
Met388Thr.

En una realizacién particular, dicho reactivo especifico para detectar la presencia o ausencia de la mutacién puntual
de la invencién en el gen MYH7 que codifica para la proteina cadena pesada de la beta miosina cardiaca humana, es
una sonda de nucleétidos que permite distinguir el alelo que contiene una T en la posicién 10127 de la SEQ. ID. NO:
1 del alelo que contiene una C en dicha posicién. En otra realizacion particular, dicho kit comprende, al menos, una
enzima de restriccién que permite distinguir el alelo que contiene una T en la posicién 10127 de la SEQ. ID. NO: 1
del alelo que contiene una C en dicha posicién, tal como, por ejemplo, la enzima de restriccién Nlalll.
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En otra realizacién particular, el kit proporcionado por esta invencién comprende, al menos, un oligonucleétido
iniciador util para la amplificacién de un fragmento de dcido nucleico, tal como un fragmento del gen MYH7 que
comprende la regién en donde se desea estudiar la presencia o ausencia de la mutacién puntual de la invencién. En
una realizacion particular, dicho oligonucleétido iniciador se selecciona del grupo formado por los oligonucleétidos
iniciadores identificados como SEQ. ID. NO: 20, SEQ. ID. NO: 21, y sus mezclas. Dichos oligonucle6tidos iniciadores
constituyen un aspecto adicional de la presente invencion.

Los oligonucleétidos iniciadores identificados como SEQ. ID. NO: 20 (directo) y SEQ. ID. NO: 21 (inverso) per-
miten amplificar un fragmento correspondiente al ex6n 13 del gen MYH?7 util para identificar la mutacién Met388Thr
(10127T>C).

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un biochip, en particular, un biochip ttil para determinar la predis-
posicién de un sujeto a desarrollar MCH o para diagnosticar un sujeto de MCH, que comprende, al menos, un reactivo
especifico para detectar la presencia o ausencia de, al menos, la mutacién puntual de la invencidn, es decir, la mutacién
Met388Thr en el gen MYH7, soportado sobre un soporte sélido.

En una realizacién particular, el reactivo especifico para detectar la presencia o ausencia de la mutacién puntual
de la invencidn, en particular, en la secuencia de nucleétidos del gen MYH7 que codifica la cadena pesada de la beta
miosina cardiaca humana, es dicha sonda previamente mencionada en relacién con el kit.

En otra realizacion particular, dicho biochip comprende, al menos, un oligonucledtido iniciador util para la ampli-
ficacion de un fragmento de dcido nucleico, tal como un fragmento del gen MYH7 que comprende la regién en donde
se desea estudiar la presencia o ausencia de la mutacién puntual de la invencién. En una realizacién particular, dicho
oligonucleétido iniciador se selecciona del grupo formado por los oligonucledtidos iniciadores identificados como
SEQ. ID. NO: 20, SEQ. ID. NO: 21, y sus mezclas.

Dicho biochip puede contener, ademas de, al menos uno de dichos oligonucleétidos iniciadores identificados como
SEQ. ID. NO: 20, SEQ. ID. NO: 21, uno o mds oligonucleétidos iniciadores seleccionados entre los identificados como
SEQ. ID. NO: 1-SEQ. ID. NO: 19, SEQ. ID. NO: 22-SEQ. ID. NO: 35, SEQ. ID. NO: 36, SEQ. ID. NO: 37, SEQ.
ID. NO: 38-SEQ. ID. NO: 63, SEQ. ID. NO: 64, SEQ. ID. NO: 65 y SEQ. ID. NO: 66-SEQ. ID. NO: 85. Estos
oligonucleétidos iniciadores amplifican fragmentos incluidos en distintos exones del gen MYH7 (Tabla 1).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Oligonucledtidos iniciadores para la amplificacion de fragmentos del gen MYH7

Exén SEQ. ID. NO: Sentido
Ex 3 SEQ. ID. NO: 2 Directo
SEQ.ID.NO: 3 Inverso
Ex 4 SEQ. ID. NO: 4 Directo
SEQ.ID.NO: 5 Inverso
Ex 5 SEQ. ID. NO: 6 Directo
SEQ. ID. NO: 7 Inverso
Ex 6 SEQ. ID. NO: 8 Directo
SEQ. ID.NO: 9 Inverso
Ex 7 SEQ. ID. NO: 10 Directo
SEQ. ID. NO: 11 Inverso
Ex 8+9 SEQ. ID.NO: 12 Directo
SEQ.ID.NO: 13 Inverso
Ex 10 SEQ. ID. NO: 14 Directo
SEQ. ID. NO: 15 Inverso
Ex 11 SEQ.ID.NO: 16 Directo
SEQ. ID. NO: 17 Inverso
Ex 12 SEQ. ID.NO: 18 Directo
SEQ. ID. NO: 19 Inverso
Ex 13 SEQ. ID. NO: 20 Directo
SEQ. ID. NO: 21 Inverso
Ex 14 SEQ. ID. NO: 22 Directo
SEQ. ID. NO: 23 Inverso
Ex 15 SEQ. ID. NO: 24 Directo
SEQ. ID. NO: 25 Inverso
Ex 16 SEQ. ID. NO: 26 Directo
SEQ. ID. NO: 27 Inverso
Ex 17 SEQ. ID. NO: 28 Directo
SEQ. ID. NO: 29 Inverso
Ex 18 SEQ. ID. NO: 30 Directo
SEQ. ID. NO: 31 Inverso
Ex 19 SEQ. ID.NO: 32 Directo
SEQ. ID. NO: 33 Inverso
Ex 20 SEQ. ID. NO: 34 Directo
SEQ. ID. NO: 35 Inverso
Ex 21 SEQ. ID. NO: 36 Directo
SEQ. ID. NO: 37 Inverso
Ex22 A SEQ. ID. NO: 38 Directo
SEQ. ID. NO: 39 Inverso
Ex22B SEQ. ID. NO: 40 Directo
SEQ. ID. NO: 41 Inverso
Ex23 A SEQ. ID. NO: 42 Directo
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SEQ. ID.NO: 43 Inverso
Ex23B SEQ. ID. NO: 44 Directo
SEQ.ID.NO: 45 Inverso
Ex 24 SEQ. ID. NO: 46 Directo
SEQ. ID. NO: 47 Inverso
Ex 25 SEQ. ID. NO: 48 Directo
SEQ. ID. NO: 49 Inverso
Ex 26 SEQ. ID. NO: 50 Directo
SEQ. ID. NO: 51 Inverso
Ex27 A SEQ.ID. NO: 52 Directo
SEQ. ID. NO: 53 Inverso
Ex27B SEQ. ID.NO: 54 Directo
SEQ. ID. NO: 55 Inverso
Ex 28 SEQ. ID.NO: 56 Directo
SEQ. ID. NO: 57 Inverso
Ex 29 SEQ. ID. NO: 58 Directo
SEQ. ID. NO: 59 Inverso
Ex 30 SEQ. ID. NO: 60 Directo
SEQ. ID. NO: 61 Inverso
Ex 31 SEQ. ID. NO: 62 Directo
SEQ. ID.NO: 63 Inverso
Ex 32 SEQ. ID. NO: 64 Directo
SEQ. ID. NO: 65 Inverso
Ex 33 SEQ. ID. NO: 66 Directo
SEQ. ID. NO: 67 Inverso
Ex34 A SEQ. ID. NO: 68 Directo
SEQ. ID. NO: 69 Inverso
Ex34 B SEQ. ID. NO: 70 Directo
SEQ. ID.NO: 71 Inverso
Ex 35 SEQ. ID.NO: 72 Directo
SEQ. ID. NO: 73 Inverso
Ex 36 SEQ. ID. NO: 74 Directo
SEQ. ID. NO: 75 Inverso
Ex37 A SEQ. ID.NO: 76 Directo
SEQ. ID. NO: 77 Inverso
Ex37B SEQ. ID. NO: 78 Directo
SEQ. ID. NO: 79 Inverso
Ex 38 SEQ. ID. NO: 80 Directo
SEQ. ID. NO: 81 Inverso
Ex 39 SEQ. ID. NO: 82 Directo
SEQ.ID.NO: 83 Inverso
Ex 40 SEQ. ID. NO: 84 Directo
SEQ. ID.NO: 85 Inverso
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Los siguientes ejemplos ilustran la invencién y no deben ser considerados limitativos del alcance de la misma.
Ejemplo 1
Estrategia para la deteccion de mutaciones puntuales en el gen MYH7
1.1 Estudio de familias

Los miembros de las familias fueron evaluados mediante exploracion fisica, electrocardiograma de 12 derivacio-
nes y ecocardiografia de dos dimensiones. El diagnéstico de MCH se basé en la demostracion de la existencia de
engrosamiento ventricular y del septo superior al 112% del valor normal en ausencia de hipertension arterial. Se con-
feccion6 un arbol genealdgico de cada paciente y a los familiares de primer grado se les ofreci6 la posibilidad de
acudir a consulta. Se revisaron las historias clinicas de los familiares fallecidos en los casos en los que fue posible. En
los casos indice y familiares vivos, previo consentimiento informado se recogieron muestras de sangre periférica para
extraccion y conservacion de ADN.

1.2 Oligonucledtidos para amplificar el gen MYH7

Los oligonucledtidos iniciadores utilizados para amplificar distintos fragmentos del gen MYH7 son los indicados
en la Tabla 1 (mostrada antes).

1.3 Amplificacion de las secuencias de DNA

Se utiliz6 la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias del gen MYH7 a partir
del DNA obtenido de una muestra de sangre periférica procedente de sujetos enfermos (pacientes) de MCH. Los
iniciadores usados se relacionan listan en la Tabla 1.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 50 uL con 500 ng de DNA en una mezcla
de Tris-HCI1 20 mM, pH 8,4, KC1 50 mM, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 0,2 uM de cada desoxinucleétido y
1,5 unidades de Tag DNA polimerasa (QIAGEN). Las condiciones de la PCR fueron de un ciclo de desnaturalizacién
a 95°C durante 10 minutos, seguido de 35 ciclos: desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto, hibridacién entre 58°C y
65°C durante 1 minuto y elongacién a 74°C durante 1 minuto; al final de dichos ciclos se realiz6 una extensién a 72°C
durante 5 minutos.

1.4 SSCP

Se realiz6 un andlisis SSCP de los productos de PCR en un sistema GenePhor (Pharmacia) siguiendo las indicacio-
nes del fabricante. Todas las muestras se corrieron bajo 2 condiciones de temperatura (12°C y 20°C) y 2 condiciones
de pH (8,3 y 9). Se usaron los iniciadores de la Tabla 1.

1.5 Secuenciacion directa de los productos de PCR

Se realiz6 secuenciacién directa del producto de PCR de todas las muestras que mostraron un patrén de movilidad
anormal en el gel de SSCP bajo cualquiera de las condiciones estudiadas. En todos los casos se realizé la secuencia con
el iniciador directo e inverso mediante secuenciacién automdtica en un equipo Beckman CQ 2000XL y se siguieron
las instrucciones del fabricante. Se usaron los iniciadores que figuran en la Tabla 1.

La reaccién de secuenciacion se llevd a cabo en un termociclador PE Gene Amp System 9700 utilizando los
reactivos del kit CEQ2000 Dye terminator Cycle Sequencing con Quick Start de Beckman (Beckman Coulter, Palo
Alto, CA, EEUU) y los iniciadores de la Tabla 1. Los fragmentos generados por la reaccién de secuenciacién se
analizaron en un secuenciador automatico CEQ 2000XL DNA Analysis System de Beckman. Los cambios observados
en la secuencia se confirmaron mediante secuenciacién automdtica de un segundo producto de PCR de la misma
muestra. La confirmacién posterior en dicho segundo producto de PCR de la misma muestra se llevé a cabo mediante
el corte del producto de PCR con una enzima de restriccion especifica (RFLP) o mediante el diseiio de un iniciador
degenerado especifico para la mutacion.

Ejemplo 2
Identificacion de una mutacion en el exon 13 del gen MYH7 asociada con MCH

En dos miembros de la familia CS se encontré la mutacion 10127T>C, es decir, un cambio de T (timina) por C
(citosina) en el nucledtido 10127 (segun la secuencia del gen MYH7 depositada en la NCBI con el niimero de acceso
M57965, version M57965.2 (GI: 24429600)] lo que provoca un cambio de metionina (Met) a treonina (Thr) en el

aminodcido 388 de la cadena pesada de la beta miosina cardiaca humana (Met388Thr).

10
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Esta mutacién “missense” abole una diana de corte para la enzima de restriccion Nlalll que estd normalmente
presente en el exén 13 del gen MYH?7 lo que proporciona un método independiente para realizar el diagndstico
genético. Se amplifico la secuencia correspondiente al exén 13 del gen MYH?7 a partir de DNA gendmico obtenido de
sangre periférica. Se usaron como iniciadores los oligonucleétidos identificados mediante la SEQ. ID. NO: 20 (directo)
y la SEQ. ID. NO: 21 (inverso). El producto de PCR se digirié con Nlalll y posteriormente se someti6 a electroforesis
en gel de agarosa. La secuencia normal producia 2 fragmentos de 128 y 61 pares de bases (pb) respectivamente. La
secuencia mutada carecia del sitio de corte para Nlalll, y, por tanto, la mitad del producto de PCR de los individuos
portadores tenia el tamafio de 189 pb.

11
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar in vitro la predisposicion de un sujeto a desarrollar miocardiopatia hipertréfica
(MCH) que comprende analizar el dcido nucleico contenido en una muestra bioldgica procedente de dicho sujeto
para detectar la presencia o ausencia de una mutacion puntual en el gen MYH?7, que codifica la cadena pesada de la
beta miosina cardiaca humana, asociada con la MCH, en el que dicha mutacién puntual asociada con la MCH es la
mutacién Met388Thr.

2. Método segtin la reivindicacion 1, en el que dicho gen MYH7 comprende la secuencia de nucleétidos mostrada
enla SEQ. ID. NO: 1.

3. Método segtin la reivindicacion 2, en el que dicho cambio de nucleétidos relacionado con dicha mutacién puntual
en el gen MYH7 asociada con la MCH, Met388Thr, es el siguiente:

Mutacion Cambio del nucleétido
Met388Thr 10127T>C

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha muestra biolégica procedente del sujeto contiene acido nu-
cleico.

5. Método segtin la reivindicacion 4, en el que dicho 4cido nucleico se selecciona entre DNA y RNA.

6. Método segtn la reivindicacién 1, en el que dicha muestra biol6gica procedente del sujeto se selecciona entre
una muestra de tejido y una muestra de sangre de dicho sujeto.

7. Método segtin la reivindicacién 6, en el que dicha muestra biolégica comprende células nucleadas de sangre
periférica del sujeto a ensayar.

8. Método segtin la reivindicacién 1, que comprende, ademads, la amplificacion de un fragmento del gen MYH7 en
el 4cido nucleico presente en la muestra bioldgica procedente del sujeto a ensayar, en donde dicho fragmento del gen
MYH?7 a amplificar comprende la region en donde se desea estudiar la presencia o ausencia de dicha mutacién puntual.

9. Método segtn la reivindicacion 8, en el que dicha amplificacion se lleva a cabo mediante la reaccidon en cadena
de la polimerasa (PCR) o una variante de la misma.

10. Método segtin la reivindicacién 9, en el que dicha amplificacién se lleva a cabo mediante PCR anidada o nested-
PCR.

11. Método segtn la reivindicacion 8, en el que dicha amplificacién se lleva a cabo mediante la reaccién en cadena
de la ligasa (LCR), la amplificacién por desplazamiento de banda, la amplificacién basada en la transcripcidn, la
replicacién de secuencia auto-sostenida (3 SR), el sistema de la replicasa Qg, la amplificacién basada en la secuencia
de 4cido nucleico (NASBA) o la amplificacién por la polimerasa del fago phi29.

12. Método segiin la reivindicacién 1, en el que la presencia o ausencia de dicha mutacién puntual en el gen
MYH?7 asociada con la MCH, Met388Thr, se detecta mediante el empleo de sondas de oligonucledtidos marcadas con
un grupo marcador detectable.

13. Método segtin la reivindicacién 12, en el que la presencia o ausencia de dicha mutacién puntual en el gen
MYH?7 asociada con la MCH se detecta mediante el empleo de una sonda de nucleétidos fijada sobre un soporte
s6lido, en donde dicha sonda de nucledtidos se selecciona entre (i) una sonda de nucleétidos que es completamente
complementaria a la secuencia normal de nucleétidos que codifica la cadena pesada de la beta miosina cardiaca
humana o a un fragmento de la misma que contiene la regién donde se desea estudiar la presencia o ausencia de
dicha mutacién puntual, y (ii) una sonda de nucleétidos que es completamente complementaria a la secuencia de
nucledtidos que codifica para una cadena pesada de la beta miosina cardiaca humana mutada o a un fragmento de
la misma que contiene la regién donde se desea estudiar la presencia o ausencia de mutacién puntual, y detectar la
presencia o ausencia de hibridacion.

14. Método segtn la reivindicacién 1, en el que la presencia o ausencia de dicha mutacién puntual en el gen
MYH?7 asociada con la MCH, Met3 88Thr, se detecta mediante digestion con enzimas de restriccion y andlisis de los
fragmentos de restriccion (RFLP).

15. Método segtin la reivindicacién 1, en el que la presencia o ausencia de dicha mutacién puntual en el gen
MYH?7 asociada con la MCH, Met388Thr, se detecta mediante secuenciacion directa de nucledtidos, minisecuencia-
cion directa, ensayos de hibridacién en array, ensayos dependientes de discriminacion de alelos basada en hibridacion,
electroforesis en gel diagonal de fragmentos de restriccién dispuestos en placas de microtitulacion (MADGE) o trans-
ferencia de energia de resonancia por fluorescencia (FRET).

12
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16. Método segtn la reivindicacién 1, en el que la MCH es miocardiopatia hipertréfica familiar (MCHF).
17. Método segtn la reivindicacion 1, en el que la MCH es miocardiopatia hipertréfica esporadica (MCHE).

18. Un método de diagnéstico in vitro de miocardiopatia hipertréfica (MCH) que comprende obtener una muestra
biolégica procedente de un sujeto en donde dicha muestra biolégica contiene 4cido nucleico y diagnosticar el sujeto de
MCH mediante la deteccion de la presencia de una mutacién puntual en el gen MYH?7, que codifica la cadena pesada
de la beta miosina cardiaca humana, asociada con la MCH, en el que dicha mutacién puntual asociada con la MCH es
la mutacién Met388Thr.

19. Un método no invasivo para diagnosticar miocardiopatia hipertréfica (MCH) en un sujeto que comprende
aislar, a partir de una muestra de sangre procedente de dicho sujeto, un fragmento del dcido nucleico presente en dicha
muestra de sangre que comprende, al menos, una de las regiones del gen MYH?7 en donde se encuentra una mutacién
puntual asociada con la MCH, en el que dicha mutacién puntual asociada con la MCH es la mutacién Met388Thr, y
diagnosticar el sujeto de MCH mediante la deteccion de la presencia o ausencia de dicha mutacién puntual en dicho
fragmento de 4cido nucleico.

20. Un kit que comprende, al menos, un reactivo especifico para detectar la presencia o ausencia de, al menos, una
mutacion puntual en el gen MYH?7 asociada con la MCH, en el que dicha mutacién puntual asociada con la MCH es
la mutaciéon Met388Thr.

21. Kit segtn la reivindicacion 20, en el que dicho reactivo especifico para detectar la presencia o ausencia de dicha
mutacién puntual, es una sonda de nucledtidos que permite distinguir el alelo que contiene una Ten la posicién 10127
de la SEQ. ID. NO: 1 del alelo que contiene una C en dicha posicion.

22. Kit segtn la reivindicacién 20, que comprende, al menos, una enzima de restricciéon que permite distinguir el
alelo que contiene una T en la posicién 10127 de la SEQ. ID. NO: 1 del alelo que contiene una C en dicha posicién.

23. Kit segtn la reivindicacién 22, en el que dicha enzima de restriccién es la enzimas de restricciéon Nlalll.

24. Kit segtn la reivindicacién 20, que comprende, al menos, un oligonucledtido iniciador til para la amplificacion
de un fragmento del gen MYH7 que comprende la regién en donde se desea estudiar la presencia o ausencia de dicha
mutacién puntual.

25. Kit segun la reivindicacién 24, que comprende un oligonucledtido iniciador seleccionado del grupo formado
por los oligonucledtidos iniciadores identificados como SEQ. ID. NO: 20, SEQ. ID. NO: 21, y sus mezclas.

26. Un oligonucledtido iniciador seleccionado del grupo formado por los oligonucleétidos iniciadores identificados
como SEQ. ID. NO: 20, SEQ. ID. NO: 21, y sus mezclas.

27. Un biochip que comprende, al menos, un reactivo especifico para detectar la presencia o ausencia de, al menos,
una mutacién puntual en el gen MYH7 asociada con la MCH, en el que dicha mutacién puntual asociada con la MCH
es la mutacion Met388Thr, soportado sobre un soporte sélido.

28. Biochip segtn la reivindicacién 27, en el que dicho reactivo especifico para detectar la presencia o ausencia de
dicha mutacién puntual, es una sonda de nucleétidos que permite distinguir el alelo que contiene una T en la posicién
10127 de 1a SEQ. ID. NO: 1 del alelo que contiene una C en dicha posicién.

29. Biochip segtin la reivindicacién 27, que comprende, al menos, un oligonucleétido iniciador util para la ampli-
ficacion de un fragmento del gen MYH7 que comprende la region en donde se desea estudiar la presencia o ausencia
de dicha mutacién puntual.

30. Biochip segtin la reivindicacién 29, en el que dicho oligonucleétido iniciador se selecciona del grupo formado
por los oligonucleétidos iniciadores identificados como SEQ. ID. NO: 20, SEQ. ID. NO: 21, y sus mezclas.

31. Biochip segtin la reivindicacién 30, que comprende, ademds, uno o mds oligonucleétidos iniciadores seleccio-
nados entre los identificados como SEQ. ID. NO: 1- SEQ. ID. NO: 19, y SEQ. ID. NO: 22 - SEQ. ID. NO: 85.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> UNIVERSIDAD DE A CORUNA

<120> METODO PARA DIAGNOSTICAR O DETERMINAR LA PREDISPOSICION GENETICA A DESARRO-

LLAR MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA

<160> 85

<210>1

<211> 28452
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1

gatctatctg
tggggacaaa
attttgtgtt
tgtagactct
atccccatgt
acagctagaa
gaccagagtg
cacaaagtct
cctgccectaa
ctctctcecttt
gcacaagtac
tgtttgtaaa
tgtggagcca
tcagcctceca
cctceectge
cggatctttt
tctecectece
gcgtgttcac
tgcagacaaa
cttcagggcc
tatagcattt
ccecacccacce
gtgcaaaggg
gggatctttce
taggcactca
agcagcaagc
ggagtgagtg
agcctagtta
acaccaacac
ttcccaaatg
tgaagacact
tgccectggga
gaaaggagtt
cagctgtctt
ggtctgtctce
cagagtctgt
tataccttag
taccccecact
gccttggtta
tgcccacccee
tccaagctga
gaagggggag
ttgcatgcce
ccccagcectec
ttttecctgtce
aaagctgagg
tagttgtatt
tggggcagag
ggtcctgcectce
ggctaccctce

gtccagacca
gaacctatgg
cctaacctaa
gcttgtgcaa
tacagatgac
aatggaatca
Ctcatcctgt
cccttttggt
ctaccccaaa
gttcacatce
aaaagatttt
agggaaaatc
gggcagggtc
ctcctgggtg
accaagtgcc
ttctgattcce
tcacaattac
agcaaatggc
gccggceacaa
ttatttggte
tgcttgctcect
ccagcatggt
taggcctgga
tttgggtcat
ataaatactt
agcaggaaga
gggatcttta
gggaggtgag
caacagacca
cagaaaagac
ggctttgaaa
aatcagggag
tttgccecte
aggggtttce
tgtcaatggg
tctgcecggge
cactgcagag
tgcctgeacce
ccaagcaacc
accttcaaaa
cagctaatca
atttcacacc
cgttgctaga
ctttcctcce
ctgttactct
ctgggtgggc
atctatagct
ccaggaacgt
tctgcgcata
cacaggccgg

tcetttgaac
cagggcaacc
gagctgccat
tctctaatgg
aaaactggct
ctgggtttca
atgcttctga
gagttgtgtc
gtgaactagg
atcagaaagc
gaagcagcag
tgagacaggc
ccccaaggte
gctceccectet
ctgectcette
cctctctecea
tgggagtaat
ccctgttttg
tgcggggagg
taccttgceccg
cctttatctt
ggggcccectg
tgccatttct
tgttatgtcc
gttgaatgga
gaatcatgat
aggacagcag
ttctatctge
gacctcccaa
tacccaagtc
tggctcaact
gggtggcagt
atcgccaatc
ttccagcetcece
gctgattcct
atgttagtag
ctgcggtgtt
ccccttatag
cccacagagg
tgtacctgcet
gatggactaa
aaatcgtgca
agagcatggce
ctcectttgtg
gcctcacttg
cagacaacag
ctgagagggt
gagtcaggca
gggggtccce
gctccactcc

caagtggact
ggcectectg
tcagtgaggg
cctgagtagce
caaagcaatt
aagtggattt
ggcctctgge
cctccaaaca
ccagccccaa
agagacctag
gaagacgaaa
agaaagctca
agggattctg
gccctgtgea
ctgcceceegtt
tgctgacatc
tttagcaact
gcttgacact
ggaggaccgg
aagcggccect
gctatcactt
gctcactctce
acaaacagtt
ttattgacca
ggaatctgca
gtaaccaaga
gcectetgat
aatgagaggg
acccgaaagyg
cccagccaag
acgtcccaag
ttggagcttg
cttgaggttce
aagcagctgt
cagcacctgg
cacagactac
gtcagacaca
ctgctcaatg
ccctectect
gcacccatcc
tcgcatgege
gtggttgect
atcggttgtg
gctgttecte
ccagaacact
ctgtcttagg
ctgtctctgg
aaccgctcca
acatctttgg
catctgctga

tagtggggcet
tctgecagect
cccacagtgt
cctggaaaca
atatgactga
ttgtgactga
cctccagacce
ctccectgaag
gcctgtctec
agtagggaat
gaagtacaag
gctcectaat
ggggcaggcg
caaacaacga
tcttecttee
gcttctaatt
tttcctectga
tgatcagggt
ggcagatcac
ccttceccagece
gtagcacact
cccacaagga
gactaaagca
gaataatgcc
aagctgctca
gcaggtgctyg
ctgtctgagce
ggcatgggtyg
agagacaaag
aagaatcgcet
caccctttgt
gaaagctgga
ctacagggaa
attatctata
cagggcctgyg
tgggataacc
ggcccttgea
tcctcagact
ggattttccee
cccaggectg
ggaagagctg
agacacggag
ttctgtgcetce
aggcctgcag
agtcgccetcee
ggtctecctte
gctcaggcct
aactaggacc
aatcccagcecc
ggtttcccac

gaaggaggtg
ggcttcctca
gtctgctgtg
aaatgtggct
cgtagaccac
ctccaaagcet
ggtcactccc
gcaagatcaa
ggccctecat
gagagggggt
aaggagcagc
cctaggcteg
gatgggagag
gtgcctcatt
ctttgggtac
cgcectggtg
actaccgctg
ggtgacagag
Cttcctttca
tctetttatt
ctgcacaatc
atgtgcatgt
gtccagagca
tggcacatag
gtcttcagac
gaggagctag
gtgtgagcaa
gagacagata
tgtgattgat
ggcctgtgga
gcatcttaat
aggtggggac
cctcagacaa
gctttgagag
gggggactge
tcagcaactg
gttegtggtce
gtaccttagt
ttcecetgeta
cctcactect
tgctcgggaa
ccagtcaagc
gtaggctggg
aggggaagat
agctctggat
cagctccaag
ttagtacctg
aatgcagctg
cacctttcca
cttgaatcct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
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gctgcccega
gcttggatgg
tgctggtceca
tgttcttgee
tggggccatg
gcttccagtt
ccaggccatce
gtgccctgeg
cctctectge
agccaccccg
cttccaattg
gcectggggga
ccgttggggyg
tccacagetc
gaggctttac
aagcttcatg
gtctaaacat
atatgggacc
caagcctgca
tcaagtggga
gggagaaaga
aggcctggaa
cgagtaatga
gtaggatgtt
acacatccte
gcggattgag
catgagtgtt
agaggaagcc
gacaggatgg
ccacttgttg
caaatggggt
ccgaacaaat
ggtacaggca
tgacacagga
agaaggatgg
ggatgctgaa
cctgecectga
tcatctgtag
tctagtaaga
gtgctggaga
atagatgagg
agctcagaat
cttttaccct
gggactcact
tgaaggggag
tgctcactcce
cctacctgceg
agaaggatgt
gagagggtgg
gagagtccac
atgcccatge
tccaaagagce
tctctcttga
gaaagcccag
aggaccaggt
tgaccttcct
tgatctacgt
gtccacccca
tcgtcccaac
tgcatgcaga
atcaccagcc
actcgggect
aggtggtggce
tctccgacaa
agggaactgg
tcectgtgcag
catcctgatce
gcctccagec

ttagctgtat
attgctaaag
aggaaatcag
acctggctag
ccccaactcet
ggatacagga
aggggcectceg
ggagagccag
cagctgtgga
cccecctggaa
tttcctaget
aatgcttcta
tgggggtgcce
tgtcctgcetce
tctgggataa
caggacttca
gggcgtatgt
aatatgcatt
tagtctgaat
gatgtgggtg
atggtggaga
tgtgtagcta
ctgttatagt
ccaggtcttt
aaatgtgcac
gtatgggaag
catcagaggg
cacagtgtct
aaaagaagtc
tcatgggctce
gaagactgag
gtgaccatta
ggggtgggac
agctgttaga
gttgggccag
gaacagagcc
cacagcctct
acacacttga
ctgggcatta
gaatatcttg
gtcagagatg
gctcttectt
ggcaggtttg
ggtaactcct
agcccaggga
aggcacagcc
caagtcagag
cttcgtgect
caaagtcact
cctggecacce
agacctgagg
cctctecette
gcactattgc
gctgacagga
gatgcagcag
gcatgagccc
gagtgctgca
ggagccaaga
atccttggtt
ggttttcctt
ctcccecectte
cttctgtgtce
tgcctaccgg
cgcctatcag
gataggccgg
ctcctgacct
acgtgagtgt
ccatcaggtg
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aaccttaaag
gcectgtetgg
tgcctgagece
gaaatgtcct
gtcctacect
cctgggccag
cagcagggga
gacattggct
atgtgaggcc
ctcagaccct
ggagaggcgyg
gtgacaacag
ctgctgeccce
tgtgtctttc
gggggctcca
tgcagagtac
gccacaggag
acagggtgtg
gtgagaaagg
tatgatcacg
aggattctag
ccectgtceca
atctgtaccc
gtgtactgaa
atttgctgtt
gaagcctgtce
cttgtggagg
tctctctgag
tctttagagt
ttggccaage
taggagaaag
gttgtctecte
catctcgcag
actagttctt
agaagctgac
agggagaagc
tcecctetete

gtagcccagyg

gagccccaaa
gctatcaaga
gaaatagtta
cccctaggag
ctaggctgcet
cttgactcectt
gggaagggaa
atgggagatt
aaggagcggce
gatgacaaac
gccgagactg
tgtacacctg
atggtcccat
ccaatatccc
cctgtcactce
gggcttgggt
aacccaccca
gcggtgcectct
cctggececta
gtgtcttctyg
caattccaac
tctettettt
gcaactggca
accgtcaacc
ggcaagaaga
tacatgctga
gagggagagyg
ttcctceccecca
agctgctact
tccecaggecce

aatgcactgt
ctcggaggct
agagtcccca
tccagetgece
tctectgetge
gagagcaggg
ctggaggggyg
gcctgtggte
tggcctggga
gcacagtcca
ggaggggagce
ccectttctaa
atatatacag
cctgctgcete
ggcttaggaa
caggtccagt
ttccataggg
tgtgtgtgtg
gtatgtacct
tctgtgaacg
gaagtgtgta
tgcatgcaga
tctgcagaag
gaacacgcag
gaggcatata
ctcatgtgag
gtgtttggcet
aatgtccaca
catcagactt
aagccattta
tgcattgaag
agatggctca
gagtgaagag
gaggaaaaag
caccctttece
aggaaggtgg
caggtcccct
taagaaaagc
gccagectat
gctacttacc
gatttctgcet
agccccaget
cctctggtta
gagcatggtyg
gaatgggcag
cggagatggc
tagaagcgca
aggagtttgt
agtatggcaa
ggtggacaga
tctecttece
ttctgtcttc
accaactcct
gggggctcett
agttcgacaa
acaacctcaa
cgttgggatc
tttgtgtcta
actctgggga
ctctectggg
agtcactgct
cttacaagtg
ggagcgaggce
caggtgagag
gagaaggaag
ccctetecce
gtattccctt
cgaggcatag

ccctctecat
tggtgcctca
tctctaaget
ccagtctage
tgacactcag
aggacactgt
agcagtgtcc
ttggtggteg
gatatttttg
tgccataaca
actgtttggg
atccggctag
cccctgagac
tcaggtagga
gggattcctc
cactgggcac
gcagatatct
tgtgtgtgtg
cactgactga
aggaggttcc
tgccttcatg
ggttcttgtc
gaactcacag
atgtgatcta
tggcaccctg
aggcatgccce
atgtgatggg
aagtctgaca
gcattcaagt
acctcgattt
tgcttttaga
aagaaaggta
gattagggtt
ggaatagggt
accttgtttt
gactggtcag
gcaggccttyg
tgaagctaga
ggaactctag
tgtgaccagg
cctacagggg
tgaacaatag
aggggtaacc
ctaggttttg
atgggagggc
agtctttggg
gaccaggcct
caaggccaag
ggtgggtgtc
gaggggtaca
tttgggaaga
cctgtgagat
aaccctcttg
gcagacagtg
aatcgaggac
ggatcgctac
tctgttecttg
ggcagggtta
ctggcattac
atctttctct
ccttttctat
gctgccggtg
ccecgececcac
gccctggaag
ggagaagccce
acagacagag
tcagaatctc
actcagcctc

taaatgaagt
acacattgcc
ccatggttat
tgecctcecaccece
ccccttecca
ggaaatgcgg
agggccagaa
tggtcagttc
ctgcactttg
atgacgacca
aaggggggga
ggactgggtg
caggtctggce
gcgggagetg
ttggaatagc
acatgtgcag
gcatctgagce
tgtgtgtgga
tacagaaata
tttgcaggga
tgattctgtg
tatgcctceca
gcacgggggt
cttacgtggce
gggttggggt
aagcagcagg
tgtgtctgtg
acaaaatggg
cttggctctc
cctcatctgt
ctggaaagtg
ccactagatg
caggttgagt
ttgaaaaaca
ggaagagggt
gtgggcacag
gccectttece
gcgttgaaaa
tttctgecat
gggtccaggg
acctgcaggg
ttagttgttc
tcaaaaggaa
gggctcccac
agccagcettce
gctgccgcecece
tttgacctca
atcgtgtctc
aggctgatgt
cccatgcecce
atccagaccc
cctggttcect
aggaaggagg
accgtgaagg
atggccatgce
ggctcctgga
ctccatccat
cactctaacc
tcagattgag
aactcccaaa
ccccagacct
tacactcctg
atcttctcca
gtcttcctga
cacgagagca
aaaaccagtc
cctgatccca
tttcecccecca

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
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acctcgtgcece
cttectttet
ccaactcatc
ctttcecectte
aggcccatcect
gccttctggt
tggattttgg
cccaggeatt
ataagcccct
gtcatccagt
ccgggcaagg
ctctcacctg
caaccctgcet
cttcgtgagt
atatgagcect
gaattcattt
atgaatctgc
tctetcectete
tctgtcttca
tctgtctetyg
ttctgggtct
ctggctctte
ccaaacccta
aaatccagag
ctgtctaaca
ctccatggca
catggcactg
tgcttcctca
caccctaacc
tgcattcatc
ggccactgat
caaacagggyg
acctcctgag
gacaggactg
agagagacac
catgcagacg
ggccaggeag
ggccactgac
tttgttttgg
gagtctcaga
cacttaccca
cttttgatgt
ccatcatgca
cagacggcac
cctagtctgc
gagtcttgct
ccacatcctg
catgcaccac
tggccaggtt
tgctgggatt
gctacttgcce
gccgacctge
aaggggcaga
ggagactggc
tatgggtctc
gtatgagagg
gccacgccag
ttgggacccc
gcttagagcc
cagtcatttt
agccacgceccec
ccactttctg
tgcatcaact
gagcaggagyg
ctgcaggcect
ccctgcacac
tataaaaata
agcacccagyg

catctcctte
gctttccatc
acgcgtttat
agaaacattt
cccctgttta
ggcatcctte
gtgtagataa
ctctectgat
gtcttcacag
actttgectgt
taggcctget
cctecttett
ctggaggcct
ggtccctgac
tcececccaact
tggggcaaca
taggctcagce
ccctecectcece
ggtctacata
catggctagg
ctgtttccat
ccttcectet
acttttecttt
ttattttcca
aaaagcctga
acctggtccc
ctggattcaa
ggccatgtgce
atgtttttte
tcccaaggag
gtgagtgtgt
tccaaaagca
agccagaatg
gccagtatct
acaagccaag
gcatggggct
gaagcaagtg
actggggctg
agttccctge
acccacaggg
tcatacttct
gctgggcectte
ctttggaaac
tgaaggtggg
tcagcagtca
ctgttgccca
ggttcaagtg
catgcctgge
ggtctcaaac
acaggcatga
ttttccttee
tcaaggggct
atgtccagca
atggtgggat
tcetecaccet
atgttcaact
tacttcatag
tgggagtggg
agctgtggac
ctctgtcttc
tgctgggetce
actgctccca
tcaccaacga
agtacaagaa
gcattgacct
ccaacaagaa
gaaggggctg
acagggtggc
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ttctctgacce
cccttecatgt
ccagaagctce
cccattcttce
ctttgcccag
ctggtgccag
cctggcaget
ttgaggcttg
cggagaatcc
tattgcagcc
gcecctcecaag
ggcctctgea
ttggcaatgce
cttggccttyg
catcaccact
ggaaagttgg
ctaagctcac
Ctctgttttt
tctgtctcte
tgtctttcte
Cctctctgtgt
gcecttttget
ctctecttcect
gctgaaagca
gctgctgggt
ctctgettgt
ttcagtggga
tgtggcgage
ccctagacat
agaccaccgt
gaggacccag
gagctaagac
tgcecctgtga
ggtgttctat
aaacaagcat
ggaggggctyg
tagggccagg
cggccaactg
atcttacatc
attaaggaga
ttttctgggg
acttcagagg
atgaagttca
aggcagggat
tctctettet
ggctggagceg
attctcctge
taatttttgt
tcctgaccte
accaccacac
agaggctgac
gtgccaccct
ggtgggtcca
gagagttttc
tgcaggtgat
ggatggtgac
gagtcctgga
agaacaatca
cagacatggg
aggggaagcc
aggcacagtg
cccectecatge
gaagctgcag
ggagggcatc
catcgagaag
caccatagac
aaggatccga
accagggaca

attaccctga
ttttcectcte
attatcgcca
cagccctacc
ccaagcacag
ccctgacctce
tcttgceccag
ctggtctcca
ggagcaggga
attggggacc
gtcctgtacc
gggcaccctg
caagaccgtc
ggacttggac
ctcttecatce
catctgcaga
ccttgctcta
ctcctettta
tctgagactt
tgggatttct
gatctctttg
tgctacattt
tctececcace
gagagagatt
gagtcagagc
ggctggactc
tgtggggcca
agcctccatg
gctgctgatce
ggcctceccatt
ccagggggtyg
gctggccatt
tcagggtgta
caaaccagga
caccgaggga
ttaggtgaac
aagcataagt
acgtctgctc
ctttgttttg
caagttttct
tccgecaata
agaaaaactc
agctgaagca
tcttggggge
cttttttett
cagtggcacg
ctcagcctcce
atttttagta
aagtgatccg
ctggccagca
aagtctgcect
cgggtgaaag
tcttcagatg
aagttcactc
atatgccact
gcgcatcaat
catcgctgge
ctcactcgcet
aaggcagtgg
ctccttcact
gacgggcaca
ccecctgecagt
cagttcttca
gagtggacat
gtgcctettt
aaaatagcag
gcccttggtt
gctgatttcece

ccecectetett
ccacctccett
tgtcttcacc
aacttttccc
gtcagcctge
tgtgcatcag
ggctcctact
gtagtattgt
agacagtcaa
gcagcaagaa
gcagaaggga
gaggaccaga
cggaacgaca
tggtggagga
tctccagggg
catagagacc
gaccatctgg
agtctctgtce
cctctgeate
ctctgagact
tgtctgtcca
atcattaatt
tgttcacaga
atcacatttt
caccgactga
agctggcatg
agccaagccc
agagccgggg
accaacaacc
gatgacgctg
ggaggattgg
ggttgtttaa
ctggggaatg
agagctgaaa
gcaggacgag
agatgcagac
gggtaactca
tgctcttgeca
gagctcccca
ctccaactta
tggggcctcec
catgtataag
gcgggaggag
agctgtcaag
tttttttttt
atcttggctce
cgagtagctg
gagatggggt
cctgcececttgg
gtcatctctt
acctcatggg
tgggcaatga
ataatgggtg
ttcccaacaa
ggggcactgg
gccaccctgg
ttcgagatct
cccacattca
ggactgtgtg
gccttgacat
gccccaatgg
tcaacagcectt
accaccacat
tcattgactt
ggccttacca
cceectcetecee
ccagagccta
caggggcttg

tgctctcect
cacccactct
tctgcatttt
aaaacagccc
ccaaaccagt
aagacagttg
ctcgggtagg
tcactgccceca
caccaagagg
ggaccagagc
gggagaagag
tcatccaggce
actcctcceg
atggtctcag
aaattcattc
tgtgagtgcce
tcttgaccte
tgtaggtgtce
tttcteccatt
atttctctce
actagtctct
ttccttgtge
tcttetggaa
ctaccaaatc
gaccaactat
ccctgggttt
tgtcectgtge
gcttgtgtce
cctacgatta
aggagctcat
cagtgagggg
agtggtatgg
gatgaggtga
gccatgagac
gagggaaggce
aggtatggaa
gaaaagctgt
tcttacatcc
ctgggtatgg
caagggatct
ctacagaacg
ctgacaggcg
caggcggagc
tcatggaggg
ttttgagatg
actgccacct
gaattacagg
ttcatcatgt
cctcccaaag
taccaacttt
gctgaactca
gtacgtcacc
ggcagggtag
ccctgctcaa
ccaaggcagt
agaccaagca
tcgatgtgag
acagctattt
gtgacagagg
ggaggggace
ccactcacac
tgagcagctc
gtttgtgcetg
tggcatggac
cctgaattet
ttctggggaa
tgttgtgcectg
aaagtggaca

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
8060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
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catggaggat
tatgcatcca
tttcaacccect
tccatattcce
ccggttccag
tggcacctcc
ggacactcag
agaggagtgc
ccacctgggce
ccacttctcc
gaagaacaag
gctgcectcage
gctcecceggta
cccaccactt
gtgaagaaac
atgtaaagag
tgttgactct
cctttcagac
tccecatcetg
tcecegttecece
catctcctgg
tctcccacce
cgaattctct
ctggcatttt
gatgaccaac
aaagtctcca
ggaacaggac
cttctectce
cttgcagtgt
gccctacaac
tacctgcaga
ctaattagga
cttagtgaac
ggatatatct
gtgaaagcct
ctgacttgcet
agtccagtgt
ccctggtceat
aaggcttccc
ccagagctca
ccctggaatt
ctcctcaggt
aggaaggggyg
ggccacacca
gactcctcectg
ccccteccag
tccteectge
tcectcgtac
gcecgggetge
cgtatccagg
cgtaggtgag
ggcagtgtca
catatgaaca
aaatgggata
cctttcaatg
catgggggtc
gagtgcagaa
ggcgctagag
gcaggagaag
gctcttccac
cactgtcttg
aggtccctca
ttctacttgg
gcatcatctt
ccatcataca
cagaggaaga
gttcccaagt
agtggggata

gggcacctgc
aggatcagga
agcatctcag
cagactttca
tcagtagata
acgagcaagt
tgatgctctc
atgttcccca
aaatccgcecca
ctgatccact
gatcctctca
accctgtttg
cagaggagca
caatgtcagg
tgaggcagcc
gggctgtgat
ccttectgea
tgtgtcagcet
cccaaccceca
tgtctecttg
cctcttcecact
tctctectta
ccatctctct
ctttactttt
ttgcgctceca
ggtgaggcca
ctcctaggac
catcccgecat
gtaatgaggg
ccccetggata
accacttaag
gacagaggct
ttggcctgte
gttctggcta
tttagttaaa
aagattacaa
tctcacagac
gcaccagctg
caaccgcatc
tagaacaggg
ctatgggcag
atcgcatcct
cagagaagct
aggtgaggaa
atgcttttce
tggaacatct
aatcctttte
ccctecectag
tggggctget
cccagtececeg
agatctcaag
ggaaaaaaag
cactgcagtc
ttcccaaggt
ggccectgea
aagaattggc
agagagaagg
aagtccgagg
aatgacctge
cctgctcetge
ttccttecagt
ggaggaggaa
gttcaaccta
tgagcctcaa
taagtgcttg
ggtccagatg
tatactatcc
tcctagagtt
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atgatgacct
agtgtgaggg
gcatctgggt
caaagtcctt
actgtactca
atattgacca
tecctgettece
aggccaccga
acttccagaa
atgccggcat
atgagactgt
ccaactatgc
gggattctgce
ttgtacccca
acattgaagg
tctttactca
gctattgaga
ctgcacaggg
cccagcececca
gtgcattcgg
tatttacttc
tcecetgtete
tttecttect
Cctctattgcea
cccatccceca
caaactaggg
atctccctac
gaggcctcecc
tgatgtgtaa
gctggttgtce
cccccaatga
cagggacctg
ccgtaacccce
ccacctatga
aatgtggcta
gctaatcagt
tcctectact
cgctgcaatg
ctctacgggg
ggagccaggce
agcagatcac
gaacccagceg
gctcagctcc
aggagactaa
tgttgtaatc
agcaccactc
taggctgtta
tcatggccaa
ggaggaaatg
aggtgtgctc
aggaggtttc
ctcagcagat
acagggtcag
ttcaggacct
gagactccct
cctggatgaa
agatggcctce
ctcgccgeaa
agctccaagt
cttcacttcc
cagaggactc
agggcagagg
gatacacagc
tttcctctag
gcatcagcaa
aagatttctg
tgaaactctt
accctcectat

cccacacctg
tggtgtaggg
cgtggagtgg
ctgtcatcag
gagctgagcec
tagagcagaa
tcagcccatg
catgaccttc
gccacgcaat
cgtggactac
cgtgggettg
tggggctgat
caaggttctg
aggtttacag
ccctcacccea
caccctacct
agggcaaagg
tgagtgggac
ccctteectg
gaccattttc
ccatctcecct
ccccagggcece
tcttctecte
tttttggcca
ctttgtacgt
ccaacccact
ctaccaccac
agggtacctc
ggcactctga
caagacagaa
gacatattca
ggttcaagac
tctgggcetta
taataggtgt
gaagaaaatg
gacaaagcca
tccttettge
gtgtgctgga
acttccggea
tgccectgatg
tgcagagcat
gccatcectg
ctggacattg
ttaattaaag
atcttagcaa
cccteatcececce
cccttectaa
cacacacctt
agggacgaga
gccagaatgg
ccgcttctet
cttcaaacac
aggcctcagg
caggtaggaa
gctggtaatc
gctctactte
catgaaggag
ggagctggag
gcaggcggtyg
cacaaccctg
tgggatcaac
gaaaagagct
ttaattattt
acagggaata
atgcaattcc
gttcctttcc
ccectecceca
ttgagtgatg

catgtttatt
gatcataaga
tgtgtacagce
acaaaatnct
tactacctta
tccatgtcca
ggcatcatgt
aaggccaagc
atcaagggga
aacatcattg
tatcagaagt
gcgcgtaagt
agccaggtca
actcagtggg
ggggccaaat
ccccacactg
caaggccaag
acagccccag
ccttgttcat
actctgtctt
tctctectet
ccttcatcte
tcttettect
caggaaaatc
tgtatcatcc
gctgggcata
agtggtttcc
cctetecageg
tggacattac
tcttagttca
aattgttaat
ctggctctgt
atttactcat
gaatcatata
aaacaaatga
ggatcagaac
cacaggcgtg
gggcatccge
gaggtgggta
ggaatgggat
gggtgactct
agggacagtt
atcacaacca
gaagacatct
aatctcttac
agctccagcet
ggtaatcccc
gcctgecaggt
ggctgagcceg
agtacaaaaa
gaggccceagg
agagacctgce
aagggtggga
ggaggcagag
cagtggaaca
aagatcaagc
gagttcacac
gagaagatgg
aggctcctgg
cacctccctg
acttctaaag
gacttttaaa
tgtgaccttg
aagctgtcca
cacccttcga
tctctgetee
tacttctgaa
tgcctctect

gggcctggtt
gtgcacctat

atcgatagaa
ccaccttgaa
acacccaaca
cctgtgtgaa
ccatcctgga
tgtttgacaa
agcctgaagc
gctggctgca
Ccttccctcecaa
agggactgag
attgctacac
atggaactgg
gccagcaagg
atgcttcttt
aaaggctcgt
ccaacttggc
ccccectactcee
ctcttcecegt
ttccecttetg
tgtgacttct
gcatctcttt
tgaacaagct
ctaatgagac
caccgccctg
aaaccacatt
ctaccttgceca
ctcatcagtg
actttaaatt
ccatttttgg
tcttgatcag
ctagaacatt
aaaaaggaat
ttattactaa
ccagaacttc
atggacaacc
atctgcagga
tgagggtgca
ctgcaggtga
ggacacttcc
cattgatagc
gtacaagttt
cttttccatt
ctgtatgcta
gccattgacc
accatctctt
gttcttcaag
catcatcacg
gctgctggaa
ctggttcagg
aggaggggct
gggatgaagg
gctcagcact
ttcgggectt
cgctgctgaa
gcctcaaaga
tgtccctget
gctactgttg
cacaggggct
acctccaaag
agcacaggct
ggcagaccat
tttcattaag
tggaggagac
cctecccagt
gctcttgcceca
tcectctace

11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tgcaagaatg
aagacaacct
tggaggctaa
agctcactgce
atgatctgga
taagggcagc
cttgacccag
ccacagatgg
aggtgaaaaa
aggagaagaa
aggacaaggt
tgagtagatt
tgtgtgtgtg
gaggggggta
aatgaaaagt
caataataga
gacacaagat
aggctcccecca
cctectgatge
tctatctcag
ggggactgca
aatgaatacg
aggcgggtgg
atctctacta
actcaggagg
gagatcgcgce
aaaaaaagga
gaaagggaaa
tatctataaa
acatttggcc
tgaggtaact
cttctctcecta
agcgagcgaa
tggagaatga
tgcccttect
ggcaacaacc
ggcaagggct
aaaaagtcca
ataacagcect
aaggctccac
agggcaccaa
ttgcttaact
gacttggtaa
caggctcagg
tgtttgcaca
tacacgatcc
accaaagagg
aattaaagac
ttacattatg
accctgtcta
tacacttcca
ttacctgtat
ccttacctea
aaggattgag
ggtgaggtct
ccectectet
caggcacgca
agagaccctg
ctgccttagt
cctgttacat
tctagagcag
ttttcaactt
ctctttgtcc
gactgtcagg
tcccacctet
ttagagccgg
gaccaggcac
aaggtggaga

aggaccttac
ggcagatgct
ggtgaaggag
caagaagcgce
gctgacactg
tceetttgge
gctagccact
caccaagctg
cctgacagag
agctctgcaa
caacaccctg
gagagttgtg
tgtgtgtgtyg
gggttagagg
cagaggtggt
gatgagtttt
ttagagggtc
agtagaattt
acatatgtct
ccataagact
gtgcttagca
cgcggecage
atcacgaggt
aaaatacaaa
ctgaggcaga
cactgcactc
ggaaggaagg
gaaagaaaga
atattgattc
cactctgggg
gaacaacaaa
ccagctggaa
gcggaagctg
caagcagcag
cctcececage
tcacgcagcce
ttccteecect
ttgtatccca
tcceecttea
atgagagcct
gaaatgccct
tgtggttcca
acagtgagct
actttgaaag
ggaatcttca
tatttgattc
aaaataagtt
catcagagct
agaaaacaag
cagcactcct
gggatcctac
cattaccatt
ccatccctcec
gatgaacagg
ggacacccac
agggtgtcct
gctatcacag
aaaaggtgca
tgggtgacct
ggaggttttt
aagctgtgtt
ttgttatttt
atctttaaga
ccctegecta
ccagtggaag
ggggattcca
gcatcgagga
agctgecgctce
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ccectgaaca
gaggagcgct
atgaacgaga
aagctggaag
gccaaagtgg
tccageeegg
cgcatccaga
gtgacctttg
gagatggctg
gaggcccacc
actaaggcca
gggcctagat
tgtgtgtgtg
atgttaactt
gatcaattct
cttatttaat
atctcataag
ttgaaattcc
gttgactcac
acaagcttcc
agagcctgat
cggtggctca
caagagatcg
aattagctgg
ataatccctt
cagcctggeg
aaggaaggag
atacggcttt
agcatccect
aaggtttccc
atcaccaagt
ggatccctgg
gagggcgacce
ctggatgagce
ccataacagt
tccacaagtg
agtcccagat
tgagaccttt
tacacatctc
cttaggaaag
cacattaaag
attcttagtg
tgcagaacat
gctttgagaa
taccttccca
tcaaaacacc
tcagaaaggt
aaaaaggacc
gaccaaagat
cccattacat
atcaccccca
ttcaaccact
ttccccacag
cccteggeag
gcgggatgcet
gttcacagca
tgtgcccatg
caggcctgga
ctgggagccc
aagagtcctt
aggtctttag
tttatgacta
gcaagtttca
aaggaaggct
agctaaactg
gtggaggggt
gctggaggag
agacctgtct

gcctcececte
gtgatcagct
ggctggagga
atgagtgctce
agaaggagaa
gtctcatcag
gagcagcatg
accctaaagg
ggctggatga
aacaggctct
aagtcaagct
atgccatgtc
tgtgtgtgtyg
ttctgatatc
gaattatgta
ttaagtgcaa
aacatgataa
aatatttaag
ttatcactct
tttagatagg
gcccagtagg
cacctgtaat
agaccatcct
atgtggtggce
gaaccaggga
acagagtgag
agaaagaaag
ggggtttcat
atatctaggc
aagtcctgaa
caggatgctt
agcaagagaa
tgaagctgac
ggctgaaaaa
acaagcagac
gaggcgcaaa
atcagggtta
cttcttgtta
tctttggaga
tceectttgtyg
aagtcagggg
taagttcttce
attttgataa
tcatcataat
ggcacagaat
ttttaaggat
tagctgagtt
tttgaaacaa
gggaatgtcc
tecttgttgga
gaagctgttt
ggtggaccct
aaaagacttt
ccagctgeag
gagtccctgg
ttacaggaac
gatacatcca
gggcagaatt
actccagatc
cgactctgat
ttgtctggtce
aactgcttaa
accactttcce
cttcaaacta
acttgctgtt
ccaggcggtyg
gagctggagt
cgggagctgg

tgttcctcac
gatcaaaaac
tgaggaggag
agagctcaaa
acacgcaaca
gactctcaga
gaccttgatc
agatgggatt
gatcattgcec
ggatgacctt
ggagcagcaa
tatctgtgce
tgtgtttgtg
tttctagaaa
tctaatctca
tcccatatat
atttctttgg
gcagaatctg
gtattttaat
aacttagatc
tgtttatagg
cccagcecactt
ggccaatatg
gtgcgecctgt
ggcggaggtt
actccataaa
gagagaaaga
cccacagtceca
aatctcacag
cacaaagatt
tgcctcactg
gaaggtgcgce
ccaggagagc
gtactgtgte
ccaagacagc
ccatgggaaa
gttagatggt
ggcactcagt
ccagttcctt
gcttttcaca
atcagggcca
caaaatgtat
ttgaaggtct
ctacatcctc
gtgttgaata
ggtatcttta
acccaaagca
tctagtccga
tgtagagccce
tttcaatcta
ttctaatgaa
cctgaggceccece
gagctgaatg
aagaagctca
gctggttctg
tgattatgtg
aaaggggtca
cctggcttee
tctgggtctce
ggcatgactt
agacaaatac
aatatcccca
ttccaataaa
tcttccccaa
ccagagaagc
ggtctgagcec
ccgagegeac
aggagatcag

cttcaggaac
aagattcagc
atgaatgctg
agggacatcg
gagaacaagg
ccatactgac
atggagctcce
cttggtcgge
aagctgacca
caggccgagg
gtggatgatg
cagagctctg
tttatgttta
ggagctgggyg
ctggtatgat
ctctgcecttt
aaattttgtg
atcattgttc
tatttaagct
tattcaattt
atgctgaaag
tgggaggcca
gtgaaacccc
agtcccagct
gcagtgagcc
aaaaaaaaaa
aagaaagaaa
tttattcectt
tccectaata
taccaagtcc
ggcctggcetce
atggacctgg
atcatggacc
ccctecectge
catcctctga
aggcctccca
cctcectgge
gggaatgaaa
gacatggagg
gagagcccac
tttctttgtt
agactttcca
tatggtgttt
atcaagtttg
aatgaataaa
atttcacttt
atagtgacaa
ccececteatt
aggccccate
ccgcaggtgt
atcctactcet
cacgagtctc
ctctcaacgce
aggagcttca
tttcccectge
tccatggagg
ggtgatccac
tgtctcagct
catgccctee
tcctecttac
ggctctctca
gaacacaggt
gagccatgta
atcctttaat
cgagagcctt
ctttgtgtct
cgccagggcet
cgagcggctg

15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
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gaagaggccg
ttccagaaga
gccctgcegea
cagcgggtga
gtcacctcca
ctccaacttc
cattttccca
ccctettett
atccatcata
ggaagaccag
cctcaccagce
atggttccca
tacacgcaca
ggtggggata
agctggatga
agcagctgga
ggccacctgg
cagcaataag
ccaaaccctg
ctggacggga
gcecttgecceg
ggccaccctg
actcatgaaa
cctcttatag
cctcteccca
cagggccaat
tatcagcaaa
ggatgatgtt
ctgaacccac
gcagtcggec
caaggccgag
caagtatgag
gagcagcctg
cagcagatcc
cggccceacc
atataagacg
gtggcaggga
gcagaggctg
cctgatgtte
tcaaggattg
atcctcccecca
aagctgagga
accggctaca
ctgcagccect
agccagcatg
tggaggtggg
ctgaggctgg
cagaagtatg
agcacagagc
ttcaagcggg
ctgcactggc
gaggcgtgtce
ccacacagag
tgagctggag
ggaggaggcc
ttttggctee
cctaggacag
accagtcact
catttccaca
acctgattgc
agctggctct
ttagattctc
acttcgtatc
tgcatccect
ccgggcccag
ggacgaggag
ctcectggac
aggagacctc

gcggggcecac
tgcggcggga
agaagcacgc
agcagaagct
acatggagca
ctcctceccac
cttcccttee
ttctecttea
taactctcct
atgaatgagc
cagcgggcca
ccacagtcte
cacagacaca
gagaggagtg
gaaggaggca
ggacctcaag
cccaagcaag
gctggetgtg
ccacatgcca
ggcagggtgt
ggcacggcta
aaaactggag
aaggagaaag
ctcagtgatc
gccaggtaaa
ggccatgaag
cagtaaacca
gagattgggg
ctcetggtge
cggcatgact
ctgcagcgcg
acggacgcca
acttctggcet
cacacaggcg
tccttetect
aacaaaaggt
aaggcagtgg
ggccagggte
tcggeccctg
tctttgagaa
ccctetgeca
ggccgtggag
gaatgagatc
ggacaagaag
cagggcaagg
ggaggagggc
ggggctgaag
aggagtcgca
tcttcaaact
agaacaaaaa
agtgttccca
cctccaactce
gagatctccg
aaggtccgaa
gaggtgtgtg
ctgttctcat
agcctggeac
gaactctctt
tacctcecgg
ctctgtttcc
cccctgtgag
ttttccteca
catgattagt
cccccaacce
ctggagttca
atggaacagg
gcagagacac
aatgagatgg

ES 2317713 Al

gtccgtgcag
cctggaggag
cgacagcgtg
ggagaaggag
gatcatcaag
ctccecttte
tctgectggt
gttgcacctc
tcccttetea
accggagcaa
agttgcaaac
cccaacctcec
gagtctctcc
ctgatctaga
ctgatctccce
aggcagctgg
gagcacactg
gaccaacagt
tctactccee
gagaaggagyg
ggggatgtag
aaagaaattc
aacatgattt
ttaggttagg
atggcggtga
cttttcttaa
tgacaggtcc
tgaggagaag
ccacccectec
gcgacctgcet
tcctttceccaa
ttcagcggac
gaggccecett
atgcttagct
ctcagggaag
ttgtctgagg
ggagggctgc
agagggtgcc
ggacctgtcc
ggttcatgtt
cctecccectgg
gctgttaatg
gaggacttga
cagaggaact
gggcatgagg
tgagcccagg
agtgagcctt
gtcggagetg
caagaacgcc
cctgcagggt
tatggtgcca
cactggacct
acttgactga
agcagctgga
tgtgtgcagg
ccceegettt
atagtaggca
cacataggca
ttcccacctce
ttggcaacac
ggcctgaatc
ccttectgett
gagcaggccce
cttcccagge
accagatcaa
ccaagcgcaa
gcagccgcaa
agatccagct

atcgagatga
gccacgcetge
gccgagetgg
aagagcgagt
gccaaggcag
tgtccatgta
tctcagatcc
ttacacccct
ggctaacctg
ggcggaggag
cgagaatggt
tgagccactc
agaaaatggg
atggtgcttce
agctgacccg
aggaggaggt
actagccttg
tctccaagaa
aggctgaggce
agagaaaatg
ggactgcaca
aactggagcc
ttaaaaaact
gaagtcccct
tgatgaccat
atagttcact
actgggggtt
ggcaagggtg
ccaggcgaag
gcgggagcag
ggccaactcg
tgaggagctc
tgcaggcagg
agtgtttgac
ctttttgctce
gcagagtgcet
agaagcccat
tgggtctcca
tcaggcttet
gtttacctct
gcaggaagaa
ccaagtgctc
tggtggacgt
tcgacaaggt
ggttcagtga
caggtcctga
gtcccecggge
gagtcctcge
tatgaggagt
gtgctggggg
cccaagggct
cagcagccct
gcagttgggt
ggccgagaag
gcacggggtg
gtcgttttgt
ttcagtgaag
ttttacccat
tgcctececte
ttttttctte
actttctctt
ctttgaacca
ccaccctgece
ctccctggag
ggcagagatc
ccacctgcgg
cgaggccctg
cagccacgcec

acaagaagcg
agcacgaggce
gcgagcagat
tcaagctgga
gctctgeteg
gtgtctctte
cctecttett
tcattccccec
gagaagatgt
acccagegtt
gagcctagag
cagccteggg
gcctgaggge
cccaggtgag
aggcaagctc
taaggtaagg
catcaaatca
ttctaaaaag
cctctgette
aactagggag
aatgggtcct
tattcctage
ccagggttca
aacctttctg
gtctggtgtg
gctgtattgg
tggacataga
gggttgettt
aacgcccetgg
tacgaggagg
gaggtggccc
gaggaggcca
actcagccecca
aacacaggag
gaattatgtt
tcecgtetggg
acctcctcaa
cgcectgetg
ccagctacac
tgtcccecate
gctggcccag
ctcgectggag
agagcgcetcec
gggccctggg
gaggccagag
gacagaccct
agatcctgge
agaaggaggc
ccctggaaca
cccaagaggce
ccaagaggcg
caaccgagtt
tccagcggaa
atggagctgce
cagggagctg
tcactgtccc
atttgtggag
tgcatcttag
tgttttettt
attttcctec
aggcttattt
cttacaccac
ctgtgccectg
cacgaggagg
gagcggaagc
gtggtggact
agggtgaaga
aaccgcatgg

cgaggccgag
cactgccgeg
cgacaacctyg
gctggatgac
gcctececte
cttcatggtt
ttcacacctt
cgcccccaac
gccggacctt
ctgtcaacga
caggggctcc
cacaagccaa
tagaggagga
ctgtcececgge
acctacaccc
gctagactcg
cttcecettee
aaatcacagc
tgctgcatce
gcacgagatg
ggattgctag
actttgctgg
tactaacctg
agcctgttte
gggaggagct
cattctttgt
tgaggccaag
atggagaaag
cccacgcact
agacggaggce
agtggaggac
agtgagttct
gccccagecet
gactctgccce
tctgatccga
gcagggcact
tgtccatage
ggatcctctg
ttctgaggtt
cacaccctce
cggctgcagg
aagaccaagc
aatgctgctg
tgggggccge
ccatcctcct
ggacatgggg
cgagtggaag
tcgctececte
tctggagacc
tggggagggyg
tctgggcaaa
accgtgttce
agactatcca
agtcagccct
agctccagga
atccccagag
tgaatgaatg
ctgagcttcce
tatactctat
ttatcttcat
ttattttcte
tcttgaagtc
actgtctgcce
gcaagatcct
tggcagagaa
cgctgcagac
agaagatgga
ccgecgaggce

19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ccagaagcaa
ctccacgtgg
taggttactg
tgctcatgcce
tgccaacgac
ggctgagctg
ggagcaggag
ctccecectget
tatgcataga
agcctcatca
gaggaggcag
gtaagtcccce
agtgtgtgag
tggcagagga
acatggaaca
tcaagggcgyg
agctggaggce
ggcgcatcaa
caccatagcce
agggcgagga
tgtccectag
ccactcttag
cagctcacca
ccatcccatt
tttctgaggt
gatgtcacta
ggcctgecatt
tgtgccgagg
ctgctccectg
tctttggact
tataaggaga
atgaagcagg
gcctacccte
tggtagacaa
gtgaccctge
agtctgagaa
caacaccaac
ggcggacatc
gaaggtgggt
agcaccctca
cccagaggcce
tttttttete
caatctcagc
ctgggattat
gtttcaccat
cctceccaaag
gtggttctgg
caaccagtat
tgtcctgcaa
tttgttctcg
gceceecgac
ccacaaagca
gceccaatacce
gaggagtagc
gctggagcect
cgagatcctg
taggggaggt
tcgtggageca
cgacacctct
gacccctaaa
tccgtcaacce
ggttcggggt
gggccaggtyg
aaggattcac
ccgcecagaag
ctgcecgtect
tccecacteat

gggaagatgg

gtcaagagcc
cctggcgaag
cagggacctc
cactctcecctg
gacctgaagg
gaggagttgce
ctgattgaga
cattcctgaa
tgctcaatge
accagaagaa
tgcaggagtg
cactccaccg
gacttgacca
gctgaagaag
gaccattaag
caagaagcag
cgagcagaag
ggagctcacc
acagtgacaa
tgggaatgca
ctcagaggtc
cccatgegece
gaaagcaaat
caaacaagca
gttttctaga
tctctctaag
gcagcccagg
tccagagcag
gagcactgca
ctttectggt
attcaagtgt
gcagggcgga
tggccccecag
gctgcagceta
tggggactag
cccaggccecce
ctgtccaagt
gccgagtcecece
ccctettttg
aacccgggat
aaggtaatgce
ttttttgaga
tcactgcaac
aggcatgtge
gttggccagg
tacgggatta
gaatttcagce
atcccagttt
tcattgtaac
cccaggcaac
catcgatccc
ggcccceccac
atctctccaa
tttgccacat
gtgtaacagc
actccagact
ggaaatgcac
gcactgaaaa
cctcccagcece
gttcacctag
ctgccccacce
gtgggtgctg
aggcaatggce
agctgtagcee
ccagcatacc
cctcagctece
ttctteccat
ggttctcctg

ES 2317713 Al

tccagagctt
cagtagtgtc
tgacaggtgce
atcctcagga
agaacatcgc
gtgcegtggt
ctagtgagcg
gggagcacag
ttttecetget
gaagatggat
caggaatgct
acccgatcca
gaccatgtgce
gagcaggaca
gacctgcage
ctgcagaagc
cgcaacgcag
taccaggtgce
ccagctgagg
gceccegttt
agtctctgag
aggggacaca
atgtagccag
taaaaacttt
atcagactct
cacactttgt
aaattccatc
gggacttcat
cacacacaat
acagatcatt
ttagtgagga
ggggatgcta
acggaggagg
aaggtcaagg
gcccagggga
ctctcacctc
tccgecaaggt
aggtcaacaa
ggctttgcta
gcttecetttt
agttctctgt
cggtgtctca
ctctgectece
taccatgtct
ctggtcttga
caggcgtgga
gttagggagy
ccccccaact
taaaacctaa
ttccctetga
tggaaacaca
catcagaccc
ggactgattg
cttgatctgce
tcecttgggag
cttcttcact
gggagtgggg
ccccttteac
ttctecectgg
agcaccctga
caccaccatg
gccagtgccc
tgcctaagtg
tgcatcccect
ccctgeccac
tcectggtgece
tgtaattccc
gcccatttat

gttgaaggta
ttgatacagg
ctttagtgaa
cacccagatt
catcgtggag
ggagcagaca
ggtgcagctg
gctggggcte
ctgcccaacc
gctgacctgt
gaggagaagg
gaccagtgtc
cacctctcte
ccagcgcececa
accggctgga
tggaagcgcg
agtcggtgaa
gacgggcggt
agaatgaaga
aaactttgcc
cctcetggece
cacagaattc
ggtcacccce
ttcattgcece
gaattagaat
ccttaactta
acactcatag
ccegeatggg
tttgtgcata
taaaatattt
tcagaaagta
ccttctatga
acaggaaaaa
cctacaagcg
ggcataggag
atgctcccac
gcagcacgag
gctgegggcece
gtcacccccea
catttattcc
gatttcaagg
ctectgccgece
tgggttctcce
agctaatttt
actcctgacc
gcaccactcc
ggtgccacct
gctagtttcc
aatggacatc
ccaaccccag
tgtgctgcetg
ctctcacctt
gactttgttt
tcagccctgg
gaagcagaat
gccctgagga
gcaaattcaa
ttccceccaaa
tccagccagg
gcccatctac
gatactgceccce
tttctgagee
ccagtcccag
tttaaataga
cacaggtgga
gagccecectt
attaccaagc
ggcaagccat

ctcacccaga
caccagattc
gggaaccgag
cagctggacg
cggcgcaaca
gagcggtcce
ctgcattcce
agcaagcaag
ctcccceccaac
cccagcetceca
ccaagaaggc
tcteegtyggg
ctgcacacag
cctggagcge
cgaagccgag
ggtgcgggag
gggcatgagg
gactccaggc
gtttgctctt
tagccectgece
tgggagctcce
cagacaaagc
aaaagacacec
agggcagtgt
ttgtttecttt
gattaagtca
ccccaaagtce
gtccececggac
atttcaggag
acacatattt
gaattgggtc
ctgtgccate
cctgetgcgg
ccaggccgag
agctcgtcce
ctcccgecagg
ctggatgagg
aagagccgtg
cagcaggcat
acacacttga
attcttccag
caggctggag
tgccteagece
tatattttag
ttgtgatcca
cagctcagcet
agaagaccct
agttccctte
ccagagaacc
aaccctaccc
ccacaggggce
tgttcccatg
cctttcaaaa
aggtgccagce
aaagcaattt
cccggggatg
aggcctggcec
ccagccaaat
atttaaagga
tgtggacctg
agggctgggce
cggagaagtt
gcgagtctct
gccaccaccce
gaaacacacc
ggcccagggt
cctttgtccet
tcttgagggyg

ggggactggce
ctcectgceecece
gctggctcece
atgcagtccg
acctgctgea
ggaagctgge
aggtgagcag
gcttgagagce
ccagaacacc
gactgaagtg
catcacggat
ctgggcagca
gccgcecatga
atgaagaaga
cagatcgeccce
ctggagaatg
aagagcgagc
agagccctgg
agcctcttece
ccactctgaa
atctcaacac
tcacccagta
aaaaacacac
ggactctagce
tccaatccag
gtgttttcet
actcccagceca
cctgaaaaac
tcccactagt
ggtaagaaat
aggatatcag
ttcacccect
ctgcaggacc
gaggcggtga
ccaagccagg
aggagcaagc
cagaggagcg
acattggcac
acccagacag
gccacatggce
ctctaacttt
tgcagtggca
tcccaagtag
tagagatgcg
ctcgecteag
ctaagtttca
aatttatata
cacctaattt
cgggcctgge
tccagaactt
ttccacctgce
ccctgtceceet
gggcttgaat
aaagccccat
tccttgaage
gggtctggca
taggaggcct
gcagtagagg
gatttaggga
caccccagct
aaagggcagc
gtgaaccact
gagagtacac
tctccageca
ctcagcccac
gctcccttet
ctgggcttgt
aggcagacag

23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
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<210>2
<211>21

atgaggggct
gctceccgaga
gcecectttgg
agaggtcagg
gtggttcaac
tcetgetcete
ccggagaagg
agggagggga
caggacaagg
cccagaaaga
taggccaacc
aattgaacca
ctttcagtcc
gctggagtgce
taggaacaga
aaagggagct
gagatacaga

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 3 del gen MYH7

ggggaaggtt
gggccaggag
agttcctgec
ggcttgaaag
cctggactgyg
tacccagctce
agaaacacta
caaggaaaga
taaccagagg
tcecgecagege
cagacagagc
cacagcccca
tttttgtttt
agtggcacaa
cttggacagc
atgcagagag
tc

ES 2317713 Al

atgtgtgaac
gtggaggaaa
acagctggat
gcactgggge
atctccccecca
tgagctctga
ctggacaata
acctgagggyg
aaacagagac
cgccaccttt
tcctcaaaac
gaggccaagg
tgtttttgtt
ccteggettg
aatgcaagag
acccagggcea

en combinacién con la SEQ. ID. NO: 3

<400> 2

ggcagccagce ttctgctcac t

<210>3
<211> 23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 3 del gen MYH7

en combinacién con la SEQ. ID. NO: 2

<400> 3

gactctcaca tcagcctgac acc

<210> 4
<211>20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 4 del gen MYH7

en combinacién con la SEQ. ID. NO: 5

<400> 4

tcactcacca actcctaacc

<210>5
<211>20

aggactctgg
gagtaagtct
tgcttaggca
tgtcggaccce
acccaccaac
ggactgeggce
gcaggtgaca
gtggcagtgyg
aaggaaaaaa
ctcctcatag
agggatgett
taattcagta
tttgtgacgg
ggccgagatce
ataactagaa
cctaagcaac

ggagagggag
cctccaacta
ggcctggtac
cactgggaac
catacccact
agcagagcca
gcagaggaga
acaaagagat
gatgcaggaa
ccacctcecat
ccttttcatt
tctctgtgat
agtctcactc
cctagggcca
acaaaggaga
cagagcaaga

ggaagggatg
aacaagttca
tgtgggccac
ctgggaagga
cggagcccac
agggcctaag
aaaagggggt
tgagcaacca
atgaggaggc
tctecttece
tatccagctc
ttctaggatt
tgctgceccag
ttecctetgge
gaacccttga
gagaccgcaa

27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28452

21

23

20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 4 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 4

<400> 5

gggtggacat ggatggagca 20

<210> 6

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 5 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 7

<400> 6

gcaactggca agtcactget ¢ 21

<210>17

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificaciéon de un fragmento del exén 5 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 6

<400> 7

ccagttccct tcaggaagac ctt 23

<210> 8

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 6 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 9

<400> 8
gagaagcccc acgagagcat 20

<210>9

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 6 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 8

<400> 9

tggaggctgg gatcagggag 20

<210> 10

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 7 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 11

<400> 10
ctgatttgag gcttgetggt 20

<210> 11
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 7 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 10

<400> 11
aagaaggagg caggtgagag 20

<210> 12

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 8+9 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 13

<400> 12

ctctcacctg cctecttett gg 22

<210> 13

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 849 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 12

10
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<400> 13

gctgagccta gcagattcat gg 22

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 10 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 15

<400> 14

gtgcccaaac cctaactttt ct 22

<210> 15

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 10 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 14

<400> 15

atagttggtc tcagtcggtg gc 22

<210> 16

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 11 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 17

<400> 16

cttgtgtcce accctaacca tgt 23

<210> 17

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 11 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 16

<400> 17

tttgccccte actgccaate cte 23

11
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<210> 18
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 12 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 19

<400> 18

tttctggggt ccgeccaatat gg 22

<210> 19

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 12 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 18

<400> 19

agctgcccecca agaatcctge ct 22

<210> 20

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 13 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 21

<400> 20

ctcttaccaa ctttgctectt gece 23

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 13 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 20

<400> 21

cctgeccacc cattatcatc tg 22

<210> 22

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2317713 Al

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 14 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 23

<400> 22

cttcccaaca accctgctca atatg 25

<210> 23

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 14 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 22

<400> 23

gtgattgttc tecccactcce agg 23

<210> 24

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 15 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 25

<400> 24
tttctgactg ctcccaccee tcat 24

<210> 25

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 15 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 24

<400> 25

gggagaattc aggtggtaag gc 22

<210> 26

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 16 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 27

13
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<400> 26

ttgaccatag agcagaatcc 20

<210> 27

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 16 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 26

<400> 27

ctcagaacct tggcagaatc 20

<210> 28

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 17 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 29

<400> 28

tcttactcac accctacctce 20

<210> 29

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 17 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 28

<400> 29
gggctgggtg gggttggge 19

<210> 30

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 18 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 31

<400> 30

cttcctgeat ctetttetgg ca 22

14
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<210> 31
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 18 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 30

<400> 31

agcagtgggt tggccctagt tt 22

<210> 32

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 19 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 33

<400> 32

ccagttctca cagactcctc ctac 24

<210> 33

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 19 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 32

<400> 33

ccctgttcta tgagettctg gtg 23

<210> 34

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 20 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 35

<400> 34

ggatctgcag gtgaccctag aat 23

<210> 35
<211>22
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacion de un fragmento del ex6n 20 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 34

<400> 35

acaacaggaa aagcatcaga gg 22

<210> 36

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 21 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 37

<400> 36

tccctagtca tggccaacac a 21

<210> 37

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 21 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 36

<400> 37

agcgggaaac ctcctcttga g 21

<210> 38

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 22 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 39

<400> 38

tcaggacctc aggtaggaag gag 23

<210> 39

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 22 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 38
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<400> 39
ctctttgagg cgtgtgaact cc 22

<210> 40

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 22 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 41

<400> 40

gctgaagagt gcagaaagag ag 22

<210> 41

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 22 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 40

<400> 41

tgtgggaagt gaaggcagag 20

<210> 42

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 23 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 43

<400> 42

aagaatgagg accttacccc ctg 23

<210> 43

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 23 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 42

<400> 43

gctctgagca ctcatcttcc aac 23
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<210> 44
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 23 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 45

<400> 44

ggctaaggtg aaggagatga ac 22

<210> 45

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 23 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 44

<400> 45

tctgagagtc ctgatgagac cc 22

<210> 46

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 24 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 47

<400> 46
ccctaaagga gatgggattc ttg 23

<210> 47

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 24 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 46

<400> 47

tctaggcccee acaactctca at 22

<210> 48
<211>20
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 25 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 49

<400> 48

agtcaggatg ctttgcctca 20

<210> 49

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 25 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 48

<400> 49

ttgtactgtt atgggctggg 20

<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 26 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 51

<400> 50

attttcacca ctggtggacc 20

<210> 51
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 26 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 50

<400> 51

aatgctgtga acaggacacc 20

<210> 52

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 27 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 53
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<400> 52

attccagtgg aggggtcca 19

<210> 53

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 27 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 52

<400> 53

cgccgcatct tctggaact 19
<210> 54
<211> 19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 27 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 55

<400> 54
agttccagaa gatgcggcg 19

<210> 55

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 27 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 54

<400> 55

tgggaggagg aagttggagg a 21

<210> 56

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 28 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 57

<400> 56

gcacctctta caccccttca 20
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<210> 57
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 28 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 56

<400> 57
tgtgcgtgta ttggcttgtg 20

<210> 58

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 29 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 59

<400> 58

aggtggggat agagaggagt 20

<210> 59

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 29 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 58

<400> 59
gatgcaaggc tagtcagtgt g 21

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 30 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 61

<400> 60

atggagaaag ctgaacccac 20

<210> 61
<211>19
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 30 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 60

<400> 61

ctgagtcctg cctgcaaag 19

<210> 62

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 31 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 63

<400> 62

tgtttcctcet tgtccccatce 20

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 31 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 62

<400> 63

ctctcactga acccctcatg 20

<210> 64

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 32 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 65

<400> 64

ctgagacaga ccctggacat 20
<210> 65
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 32 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 64

<400> 65

gcaccatatg ggaacactgc 20

<210> 66

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 33 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 67

<400> 66

tggacctcag cagccctcaa a 21

<210> 67
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 33 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID, NO: 66

<400> 67

accaaaagcc tggagctcag 20

<210> 68

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 34 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. I ID. NO: 69 i

<400> 68

atccatgatt agtgagcagg cc 22

<210> 69

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 34 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 68
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<400> 69

tcttettett caccctcagg g 21

<210> 170

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 34 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 71

<400> 70

ccctgagggt gaagaagaag a 21

<210> 71

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 34 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 70

<400> 71

tcaagacact actgcttacg cc 22

<210> 72

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 35 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 73

<400> 72
tagtgaaggg aaccgaggct 20

<210> 73

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 35 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 72

<400> 73

gctcccttca ggaatgagca 20
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<210> 74
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 36 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 75

<400> 74

caaggcttga gagctatgca 20

<210> 175

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 36 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 74

<400> 75

ctggtcaagt cctcacacac t 21

<210> 76

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 37 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 77

<400> 76

tgggcagcaa gtgtgtgag 19

<210> 77

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 37 A del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 76

<400> 77

cttctgcage tgcttcttg 19

<210> 78
<211>20
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 37 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 79

<400> 78

caagaagcag ctgcagaagc 20

<210> 179

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 37 B del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 78

<400> 79

cctcagetgg ttgtcactgt 20

<210> 80

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 38 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 81

<400> 80

ctatgactgt gccatcttca cc 22

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacion de un fragmento del exén 38 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 80

<400> 81

ggttctcaga ctcctggcett 20

<210> 82

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 39 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 83
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<400> 82

aagccaggag tctgagaacc c 21

<210> 83

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucleétido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 39 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 82

<400> 83

tgtctgggta tgcctgctgt 20

<210> 84

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador directo utilizado para la amplificacién de un fragmento del exén 40 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 85

<400> 84

accatcagac ccctctcacce t 21

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la amplificacién de un fragmento del ex6n 40 del gen MYH7
en combinacién con la SEQ. ID. NO: 84

<400> 85

tattctgett cctcccaagg 20

27
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200401428

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 Ramirez CD et al. "Familial hypertrophic cardiomyopathy: genes, Marzo 2004
mutations and animal models. A review". Investigacién clinica.
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D02 Erdmann J. et al. "Mutation spectrum in a large cohort of un- 2003
related consecutive patients with hypertrophic cardiomyopathy".
Clinical genetics. Oct 2003. Vol. 64, N. 4, paginas 339 - 349.
ISSN 0009-9163 (Print).
D03 Nanni L. et al. "Hypertrophic cardiomyopathy: two homozygous 19-09-2003
cases with "typical” hypertrophic cardiomyopathy and three new
mutations in cases with progression to dilated cardiomyopathy".
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNI-
CATIONS. 19.09.2003. Vol. 309, N. 2, paginas 391 - 398. ISSN
0006-291X.
D04 Mohiddin Saidi A. et al. "Utility of genetic screening in hyper- 2003
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ISSN 1090-6576 (Print).
D05 Daehmlow Steffen et al. "Novel mutations in sarcomeric protein 18-10-2002
genes in dilated cardiomyopathy". Biochemical and biophysical
research mmunications. 18.10.2002. Vol. 298. N. 1, paginas 116
- 120. ISSN 0006-291X (Print).
D06 EP 0801685 A1 22-10-1997

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga un método para diagnosticar la predisposicion genética a desarrollar miocardiopatia hipertréfica.

En concreto las reivindicaciones 1-19 caracterizan el método por detectar la presencia o ausencia de una mutacién puntual en
el gen MYH?7, que codifica la cadena pesada de la beta miosina cardiaca humana, en el que dicha mutacién puntual asociada
con la MCH es la mutacién Met388Thr. El gen MYH7 comprende la secuencia SEQ.ID N 1. La mutacién Met388Thr conlleva
el cambio de nucleétido 10127T>C. El método se basa en una amplificacion PCR, que a su vez puede ser anidada u otras
variantes usualmente utilizadas en el estado de la técnica.

Las reivindicaciones 20-25 caracterizan un Kit para que contenga los reactivos especificos para detectar dicha mutacion. Entre
esos reactivos se encuentran enzimas de restriccion Nlalll y oligonucleétidos iniciadores SEQ.ID.NO 20, SEQ.ID.NO. 21 y sus
mezclas (reivndicacién 26).

Las reivindicaciones 27-31 caracterizan un biochip que comprende un reactivo especifico para detectar la presencia o ausencia
de, al menos, una mutacién puntual en el gen MYH7 asociada con la MCH, en el que dicha mutacién puntual asociada con la
MCH es la mutacion Met388Thr soportado sobre un soporte sélido. Este biochip comprende como oligonucleétidos iniciadores
SEQ.ID.NO 20, SEQ.ID.NO. 21 y sus mezclas. Ademéas comprende los oligonucleétidos identificados como SEQ.ID. NO: 1-19,
SEQ.ID.NO.22-85.

Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulga la mutacion descrita en la presente solicitud, por lo que parece
que cumpliria con el requisito de novedad.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200401428

Hoja adicional

Los documentos D1-D5 se consideran de particular relevancia dentro del estado de la técnica a la hora de valorar la actividad
inventiva de la presente solicitud. A la luz de los documentos anteriormente citados parece que las reivindicaciones 1-31 care-
cerian de actividad inventiva ya que representa una alternativa de realizacién obvia a los métodos de deteccién de mutaciones
en el gen MYH7 para diagnosticar o determinar la predisposicion genética de un sujeto a desarrollar cardiomiopatia hipertréfica

(MCH) divulgados con anterioridad a la fecha de presentacion de la solicitud.
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