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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones para detectar mutaciones en el gen PI3KCA (PIK3CA) humano
CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere al diagndstico del cancer y al diagnostico con fines terapéuticos para tratamientos del
cancer. En particular, la invencién se refiere a procedimientos y a composiciones para la deteccion de
mutaciones que son Utiles para el diagnéstico y pronéstico, asi como para predecir la eficacia del tratamiento del
cancer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las fosfatidilinositol 3-cinasas (PI3K) son cinasas lipidicas intracelulares que regulan las vias de sefializacion que
controlan la proliferaciéon celular y la supervivencia, adhesion y motilidad celulares (Vivanco y Sawyers, (2002)
The phosphatidylinositol 3-Kinase AKT pathway in human cancer, Nature Rev. Cancer 2:489). El PISBKCA
(PIK3CA) es un miembro de la familia de genes PI3K que codifica la subunidad catalitica de la cinasa p110a.
Este gen es de pertinencia Unica para la neoplasia: de todos los genes PI3K sometidos a prueba, solo el PISKCA
se encontr6 mutado en multiples canceres. En un estudio se encontraron mutaciones somaticas en el gen
PIBKCA en un 32 % de los canceres de colon, en un 27 % de los glioblastomas, en un 25 % de los canceres
gastricos, en un 8 % de los canceres de mama y en un 4 % de los canceres de pulmén (Samuels et al. (2004)
High frequency of mutations in the PI3KCA gene in human cancers, Science 304:554). Los estudios
subsiguientes también informaron de mutaciones en el cancer uterino (24 %), ovarico (10 %) y cervicouterino
(10 %) (Brana y Sui, (2012) Clinical development of phosphatidylinositol 3-kinase inhibitors for cancer treatment,
BMC Medicine 2012, 10:161).

La PI3K activa la via Akt/mTOR intracelular activando especificamente la proteina Akt. Un enfoque genético
revel6 que la activacion constitutiva de esta via por parte del PIBKCA mutante contribuye a la resistencia a los
tratamientos que se dirigen a EGFR (Berns et al. (2007) A functional genetic approach identifies the PI3K
pathway as a major determinant of trastuzumab resistance in breast cancer, Cancer Cell 12:395). Al mismo
tiempo, se demostré que se puede suprimir una actividad de PISKCA inalterada (no mutada) mediante
inhibidores especificos, superando, por tanto, el efecto del elemento en direccion 5’ regulado errbneamente en la
via (por ejemplo, EGFR) y, recientemente se han desarrollado agentes terapéuticos que se dirigen a la propia
PIBKCA (p110a) (revisados en Weickhardt et al. (2010) Strategies for Overcoming Inherent and Acquired
Resistance to EGFR Inhibitors by Targeting Downstream Effectors in the RAS/PI3K Pathway, Current Cancer
Drug Targets, 10:824; y Brana y Sui, (2012) Clinical development of phosphatidylinositol 3-kinase inhibitors for
cancer treatment, BMC Medicine 2012, 10:161).

En conjunto, estos estudios demuestran la necesidad de disponer de procedimientos y herramientas para
detectar mutaciones somaticas en el gen PISKCA para proporcionar asistencia sanitaria personalizada a
pacientes que buscan tratamientos del cancer dirigidos.

Hasta la fecha, se han identificado mas de 30 mutaciones somaticas en el gen PISKCA (patente de EE. UU. n.°
8.026.053; M. Gymnopoulos et al. (2007), Rare cancer-specific mutations in PIK3CA show gain of function,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 104:5569-5574). La mayoria de las mutaciones se agrupan en
los exones 9 y 20. Sin embargo, también se ha descrito una serie de mutaciones clinicamente significativas en
los exones 1, 4 y 7. Un ensayo de diagndstico se debe dirigir a tantas de estas mutaciones como sea posible.
Ademas, se requiere una discriminacion precisa (alta especificidad), puesto que el resultado del ensayo
determinard el tratamiento del cancer de un paciente.

En la técnica se describen cebadores especificos de alelo para la deteccién de diversos mutantes de PISKCA,
incluyendo H1047L y H1047R (véanse, por ejemplo, los documentos W02009/040557, WO2011/131151 y
WO02011/087928). El documento WO 2009/040557 divulga ademas el uso de emparejamientos erroneos de
cebadores adicionales cerca del extremo 3’ para potenciar la especificidad de las reacciones. El documento
US2010/0286143 describe reacciones en las que una Unica base, como ddNTP marcados, se afiade a sondas
especificas de alelo durante la etapa de extension; sin embargo, no se divulgan cebadores especificos para la
PCR especifica de alelo.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion comprende oligonucleétidos para detectar una mutacién H1047Y en el gen PIK3CA humano, que
son al menos un 90 % idénticos a y tienen el nucledtido terminal 3’ de la SEQ ID NO: 39, que comprenden 3 o
menos emparejamientos erroneos, excluyendo el nucleétido terminal 3’, en los que al menos un emparejamiento
erréneo o al menos un nucleétido modificado esta entre los penultimos 5 nucleétidos en el extremo 3.
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En otro modo de realizacion, la invencion es un procedimiento de ensayo de una muestra para determinar la
presencia de la mutacion H1047Y en el gen PIK3CA humano que comprende poner en contacto la muestra con
un oligonucleétido con nucleétido especifico de alelo que comparte al menos un 90 % de identidad con y que
tiene el mismo nucleétido terminal 3’ que un oligonucledtido que comprende la SEQ ID NO: 39, que comprende 3
0 menos emparejamientos erréneos, excluyendo el nucleétido terminal 3’, en el que al menos un emparejamiento
errdbneo o al menos un nucleétido modificado esta entre los pendltimos 5 nucleétidos en el extremo 3. En
variaciones de este modo de realizacion, el oligonucleétido se selecciona de un grupo que consiste en las SEQ
ID NO: 8, 21, 46, 78, 93, 113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228.

En otro modo de realizacion mas, la invencion es un conjunto de oligonucle6tidos para detectar H1047Y y una o
mas mutaciones de las mutaciones H1047L, H1047R, N345K, E542K, E545A, E545G, E545K, G1049R, M1043l,
Q546E, Q546L y Q546K en el gen PIK3CA que comprende una combinacion de dos o mas oligonucleétidos, en
el que un oligonucledtido que es al menos un 90 % idéntico a y que tiene el nucleétido terminal 3’ de la SEQ ID
NO: 39, que comprende 3 0 menos emparejamientos erréneos, excluyendo el nucleétido terminal 3, en el que al
menos un emparejamiento errébneo o al menos un nucleétido modificado esta entre los penultimos 5 nucleétidos
en el extremo 3’ y al menos un oligonucleé6tido especifico de alelo para cada mutacién distinta de H0147Y
comparte al menos un 90 % de identidad con y tiene el mismo nucleétido terminal 3' que un oligonucleétido
seleccionado de un grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2, 18, 61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197, 208 y
219. En variaciones de este modo de realizacién, los oligonucleétidos se seleccionan de las SEQ ID NO: 8, 21,
46, 78, 93, 113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228.

En otro modo de realizacion mas, la invencion es una mezcla de reaccion para detectar H1047Y y una o mas
mutaciones de las mutaciones H1047L, H1047R, N345K, E542K, E545A, E545G, E545K, G1049R, M1043l,
Q546E, Q546L y Q546K en el gen PIK3CA que comprende dos o més oligonucleétidos especificos de alelo, en
la que un oligonucleétido que es al menos un 90 % idéntico a y que tiene el nucledtido terminal 3’ de la SEQ ID
NO: 39, que comprende 3 0 menos emparejamientos erréneos, excluyendo el nucleétido terminal 3, en la que al
menos un emparejamiento erroneo o al menos un nucleétido modificado esta entre los penultimos 5 nucleétidos
en el extremo 3’ y al menos un oligonucleétido especifico de alelo para cada mutacién distinta de H0147Y
comparte al menos un 90 % de identidad con y tiene el mismo nucleétido terminal 3' que un oligonucleétido
seleccionado de un grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2, 18, 61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197, 208, 219.
En variaciones de este modo de realizacion, la mezcla de reaccién comprende una o mas de SEQ ID NO: 8, 21,
46, 78, 93, 113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228.

En otro modo de realizaciébn mas, la invencion es un procedimiento de evaluacion del cancer en un paciente
detectando en la muestra del paciente la mutacion H1047Y y una o mas mutaciones H1047L, H1047R, N345K,
E542K, E545A, E545G, E545K, G1049R, M1043I, Q546E, Q546L y Q546K en el gen PIK3CA usando dos o mas
oligonucleotidos especificos de alelo, en el que un oligonucleétido que es al menos un 90 % idéntico a y que
tiene el nucleétido terminal 3' de la SEQ ID NO: 39, que comprende 3 o menos emparejamientos erréneos,
excluyendo el nucleétido terminal 3’, en el que al menos un emparejamiento erréneo o al menos un nucleétido
modificado esta entre los penultimos 5 nucleétidos en el extremo 3’ y al menos un oligonucle6tido especifico de
alelo para cada mutacién distinta de H0147Y comparte al menos un 90 % de identidad con y tiene el mismo
nucledtido terminal 3' que un oligonucledtido seleccionado de un grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2, 18,
61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197, 208, 219. En variaciones de este modo de realizacién, el uno o mas
oligonucleotidos se seleccionan de: SEQ ID NO: 8, 21, 46, 78, 93, 113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

Para facilitar la comprensién de la presente divulgacion, se proporcionan las siguientes definiciones de los
términos usados en el presente documento.

El término "X[n]Y" se refiere a una mutacion de aminodcido que da como resultado una sustitucién del
aminoacido X por el aminoacido Y en la posicion [n] dentro de la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, el
término "H1047R" se refiere a una mutacion en la que la histidina en la posicién 1047 se reemplaza por arginina.

El término "cebador especifico de alelo" o "cebador EA" se refiere a un cebador que se hibrida a mas de una
variante de la secuencia diana, pero que puede discriminar entre las variantes de la secuencia diana en que solo
con una de las variantes el cebador se extiende de manera eficaz mediante la acido nucleico polimerasa en
condiciones adecuadas. Con otras variantes de la secuencia diana, la extension es menos eficaz o ineficaz.

El término "cebador comun" se refiere al segundo cebador del par de cebadores que incluye un cebador
especifico de alelo. El cebador comun no es especifico de alelo, es decir, no discrimina entre las variantes de la
secuencia diana entre las que si discrimina el cebador especifico de alelo.
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El término "evaluacion”, en relacién con el cancer, se refiere a deducir el estado o condicién del cancer, asi como
a determinar la necesidad de disponer de procedimientos de diagndstico o tratamientos, a evaluar la eficacia
potencial de los tratamientos, a realizar un seguimiento del cancer del sujeto o a cualquier otra etapa o
procedimiento relacionado con el tratamiento o diagnostico de un cancer.

Los términos "complementarias” o "complementariedad" se usan en referencia a las cadenas antiparalelas de
polinucleétidos relacionadas mediante las reglas de apareamiento de bases de Watson-Crick. Los términos
"perfectamente complementarias" o "100 % complementarias" se refieren a las secuencias complementarias que
tienen apareamiento de Watson-Crick de todas las bases entre las cadenas antiparalelas, es decir, no hay
ningun emparejamiento erroneo entre dos bases cualesquiera en la doble hélice polinucleotidica. Sin embargo,
se forman dobles hélices entre cadenas antiparalelas incluso en ausencia de complementariedad perfecta. Los
términos "parcialmente complementaria” o "incompletamente complementaria” se refieren a cualquier alineacién
de bases entre cadenas polinucleotidicas antiparalelas que sea menos de un 100 % perfecta (por ejemplo, existe
al menos un emparejamiento erroneo o una base no emparejada en la doble hélice polinucleotidica). Las dobles
hélices entre cadenas parcialmente complementarias son, en general, menos estables que las dobles hélices
entre cadenas perfectamente complementarias.

El término "muestra” se refiere a cualquier composicién que contiene o que se sospecha que contiene &cido
nucleico. Esto incluye una muestra de tejido o liquido aislado de un individuo, por ejemplo, piel, plasma, suero,
liquido cefalorraquideo, liquido linfatico, liquido sinovial, orina, lagrimas, glébulos sanguineos, érganos vy
tumores, y también muestras de cultivos in vitro establecidos a partir de células obtenidas de un individuo,
incluyendo tejidos incluidos en parafina fijados con formol (FFPET) y acidos nucleicos aislados de los mismos.
Para detectar una mutacion somatica, la muestra comprende tipicamente un fragmento de un tumor sélido
(primario 0 metastasico) o células derivadas de tumor encontradas en cualquier parte del cuerpo, por ejemplo, en
la sangre circulante.

Los términos "polinucledtido" y "oligonucledtido" se usan de manera intercambiable. "Oligonucleétido” es un
término usado a veces para describir un polinucleétido mas corto. Un oligonucleétido puede comprender al
menos 6 nucleodtidos, por ejemplo, al menos aproximadamente 10-12 nucleoétidos, o al menos aproximadamente
15-30 nucleotidos correspondientes a una region de la secuencia de nucleétidos designada.

El término "secuencia principal" se refiere a la secuencia de nucleotidos en un polinucleétido u oligonucleétido.
Las modificaciones de nucleétidos, tales como modificaciones de bases nitrogenadas, modificaciones de
azucares u otras modificaciones de la cadena principal, no son parte de la secuencia principal. Los marcadores,
tales como croméforos conjugados a los oligonucleétidos, tampoco son parte de la secuencia principal. Por tanto,
dos oligonucletdtidos pueden compartir la misma secuencia principal, pero diferir con respecto a las
modificaciones y a los marcadores.

El término "cebador" se refiere a un oligonucleétido que hibrida con una secuencia en el acido nucleico diana y
puede actuar como un punto de iniciacién de la sintesis a lo largo de una cadena complementaria de acido
nucleico en condiciones adecuadas para dicha sintesis. Como se usa en el presente documento, el término
"sonda" se refiere a un oligonucledtido que hibrida con una secuencia en el acido nucleico diana y normalmente
se marca de manera detectable. La sonda puede tener modificaciones, tales como una modificacién en el
extremo 3’ que haga que la sonda no sea extensible mediante las acido nucleico polimerasas y uno o mas
cromoforos. Un oligonucleétido con la misma secuencia puede servir como un cebador en un ensayo y como una
sonda en un ensayo diferente.

El término "nucledtido modificado" se refiere a una unidad en un polimero de acido nucleico que contiene una
base, azucar o grupo fosfato modificados, 0 que incorpora un resto no natural en su estructura. Los ejemplos de
nucleétidos no naturales incluyen nucleétidos con una base nitrogenada modificada, por ejemplo, alquilada o de
otro modo sustituida con un grupo no presente entre las bases nitrogenadas convencionales implicadas en el
apareamiento de Watson-Crick. A modo de ilustracién y no de limitacion, los nucleétidos modificados incluyen
aquellos con bases sustituidas con grupos metilo, etilo, bencilo o butilbencilo.

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia diana", "acido nucleico diana" o "diana" se refiere
a una porcion de la secuencia de acido nucleico que se va a amplificar, detectar o bien ambas cosas.

Los términos "hibridada" e "hibridacién" se refieren a las interacciones por apareamiento de bases entre dos
acidos nucleicos que dan como resultado la formaciéon de una doble hélice. No es un requisito que dos
polinucleétidos tengan un 100 % de complementariedad a lo largo de su longitud completa para lograr la
hibridacion.

La presente invencion comprende procedimientos y composiciones para la determinacién rapida y precisa de la
presencia de la mutacion H1047Y y una o mas de otras mutaciones en el gen PI3KCA en muestras de pacientes.
La invencion posibilita la deteccion de la mutacion H1047Y y, opcionalmente, de una o méas de las mutaciones
seleccionadas de H1047L, H1047R, N345K, E542K, E545A, E545G, E545K, G1049R, M1043I1, Q546E, Q546L y
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Q546K, asi como una busqueda simultanea de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 13 de las mutaciones
enumeradas anteriormente.

Una técnica que es sensible y susceptible de multiplexacion es la PCR especifica de alelo (PCR-EA) descrita,
por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.2 6.627.402. Esta técnica detecta mutaciones o polimorfismos en
secuencias de acido nucleico en presencia de variantes naturales de las secuencias. En una PCR especifica de
alelo satisfactoria se amplifica la variante deseada del &cido nucleico diana, mientras que las demas variantes
no, al menos no a un nivel detectable.

Una medida de la discriminacion de una PCR especifica de alelo es la diferencia entre los valores de Ct (ACt) en
las reacciones de amplificacién que implican los dos alelos. Cada reaccion de amplificacion se caracteriza por
una "curva de crecimiento" o "curva de amplificacion" en el contexto de un ensayo de amplificacién de acido
nucleico que es un grafico de una funcién, en el que una variable independiente es el nimero de ciclos de
amplificacion y una variable dependiente es un parametro medible dependiente de la amplificacion medido en
cada ciclo de amplificacion, tal como la fluorescencia emitida por un fluoréforo. Tipicamente, el parametro
medible dependiente de la amplificacion es la cantidad de fluorescencia emitida por la sonda tras la hibridacién, o
tras la hidrélisis de la sonda por la actividad nucleasa de la acido nucleico polimerasa, véase Holland et al.,
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. 88:7276-7280 y la patente de EE. UU. n.? 5.210.015. Una curva de crecimiento se
caracteriza por un "valor umbral" (o valor de Ct) que es un nimero de ciclos en los que se logra una magnitud
predeterminada del parametro medible. Un valor de Ct mas bajo representa una amplificacion mas rapida,
mientras que el valor de Ct mas alto representa una amplificacion mas lenta. En el contexto de una reaccion
especifica de alelo, la diferencia entre los valores de Ct de los dos moldes representa una discriminacion alélica
en la reaccion.

En una PCR especifica de alelo, al menos un cebador es especifico de alelo, de tal manera que solo (o
preferentemente) se produzca la extensién del cebador cuando esté presente la variante especifica de la
secuencia y no se produzca (o se produzca de manera menos eficaz, es decir, con una ACt sustancial) cuando
esté presente otra variante. El disefio de cebadores especificos de alelo satisfactorios es una técnica
impredecible. Aunque es habitual disefiar un cebador para una secuencia conocida, no existe ninguna férmula
para disefiar un cebador que pueda discriminar entre secuencias muy similares. La discriminacion es
especialmente problematica cuando uno o mas cebadores especificos de alelo que se dirigen a uno o mas sitios
polimérficos estan presentes en la misma mezcla de reaccion.

Tipicamente, el nucleétido discriminante en el cebador, es decir, el nucleétido que solo se empareja con una
variante de la secuencia diana, es el nucleétido terminal 3’. Sin embargo, el extremo 3’ del cebador solo es uno
de muchos determinantes de especificidad. Por ejemplo, los emparejamientos erroneos adicionales también
pueden afectar a la discriminacién (véase la pub. de solicitud de patente de EE. UU. n.2 US20100099110). Otro
enfoque es incluir nucleétidos no naturales o modificados que alteran el apareamiento de bases entre el cebador
y la secuencia diana (patente de EE. UU. n.2 6.001.611). La cinética de extension reducida y, por tanto, la
especificidad de un cebador estan influenciadas por muchos factores, incluyendo el contexto de secuencia global
del emparejamiento erréneo y otros acidos nucleicos presentes en la reaccion. El efecto de estos factores
externos sobre cada emparejamiento erréneo adicional, asi como de cada nucle6tido no natural adicional solo o
en combinacién, no se puede predecir. Los solicitantes sometieron a prueba multiples variantes de los cebadores
y descubrieron que, sorprendentemente, determinadas variantes son drasticamente diferentes con respecto a su
capacidad para discriminar entre secuencias diana estrechamente relacionadas.

Para una extension satisfactoria de un cebador, la complementariedad en el extremo 3’ del cebador es mas
crucial que la complementariedad en el extremo 5’ del cebador (Innis et al. eds. PCR Protocols, (1990) Academic
Press, capitulo 1, pp. 9-11). Por lo tanto, la presente invencion engloba los cebadores divulgados en las tablas 1-
13, asi como equivalentes de los mismos con variaciones en el extremo 5'.

En un modo de realizacién, la presente invencién comprende oligonucleétidos para detectar la mutacién H1047Y
en PISKCA vy, opcionalmente, mutaciones en PIBKCA seleccionadas de H1047L, H1047R, N345K, E542K,
E545A, E545G, E545K, G1049R, M1043I1, Q546E, Q546L y Q546K, asi como una busqueda simultanea de 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12 0 13 de las mutaciones mencionadas anteriormente. En un modo de realizacién, la
invencion comprende un oligonucleétido que es al menos un 90 % idéntico a y que tiene el extremo 3’ de la SEQ
ID NO: 39, que comprende 3 0 menos emparejamientos erréneos, excluyendo el nucleétido terminal 3’, en el que
al menos un emparejamiento erroneo o al menos un nucleétido modificado esta entre los penultimos 5
nucleétidos en el extremo 3’ y, opcionalmente, uno o més oligonucleétidos seleccionados de las SEQ ID NO: 2,
18, 61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197, 208 y 219 (tablas 1-13), asi como variaciones al menos un 90 %
idénticas a y que tienen el nucleétido terminal 3’ de dichos oligonucleétidos, para detectar especificamente
mutaciones en el gen PIBKCA humano. Como se ilustra en las tablas 1-13, los oligonucleétidos que comparten
un 90 % de identidad con un oligonucleétido dado incluyen aquellos que tienen 1, 2 o 3 emparejamientos
errdneos con respecto a ese oligonucleodtido. Como se ilustra ademas en las tablas 1-13, los oligonucleétidos que
comparten un 90 % de identidad con un oligonucle6tido dado también incluyen aquellos que tienen uno o mas
nucleétidos no naturales. Como se ilustra ademas en las tablas 1-13, los emparejamientos erréneos y los
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nucleétidos no naturales se producen tipicamente dentro de la porcién terminal 3’ del oligonucleétido,
especificamente dentro de los 5 penultimos nucleétidos. Sin embargo, algunos oligonucleétidos que comparten
un 90 % de identidad con un oligonucledtido dado también incluyen aquellos que tienen 1, 2 o 3
emparejamientos erréneos en cualquier parte del oligonucleétido, por ejemplo, en la porcion 5 del

5 oligonucleétido. Como se demuestra en los ejemplos a continuacién, los oligonucleétidos de la presente
invencion se caracterizan por una AC: positiva sustancial determinada usando la formula AC: = Ci(natural) -
Ci(mutante), lo que indica que la amplificacion del molde natural es més lenta de manera detectable que la del
molde mutante.

10 Leyendas de las tablas
Los nucleétidos subrayados estan emparejados erréneamente tanto con la secuencia natural como con la
mutante. Las siguientes abreviaturas se usan para los nucleétidos con bases modificadas: A* y C* son
respectivamente, NB6-terc-butil-bencil-desoxiadenina y N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina, C* es N4-etil-
15 desoxicitosina; y C* es N4-metil-desoxicitosina.

Tabla 1: Oligonucleétidos para detectar la mutacion H1047L

SEQ ID NO: SECUENCIA 5-3'

1 TTTTGTTGTCCAGCCACCATGAT

2 TTTTGTTGTCCAGCCACCATGAA

3 TTTTGTTGTCCAGCCACCATGCA

4 TTTTGTTGTCCAGCCACCATGGA

5 TTTTGTTGTCCAGCCACCATGTA

6 TTTTGTTGTCCAGCCACCATCAA

7 TTTTGTTGTCCAGCCACCATTAA

8 TTTTGTTGTCCAGCCACCATAAA

9 TTTTGTTGTCCAGCCACCAAGAA

10 TTTTGTTGTCCAGCCACCACGAA

11 TTTTGTTGTCCAGCCACCAGGAA

12 GTTTTTGTTGTCCAGCCACCATGAA

13 GTTTTTGTTGTCCAGCCACCATGAA*

14 GTTTTTGTTGTCCAGCCACCATGA*A

15 CC'GTTTTTGTTGTC*CAGC*CACC*ATGA*A
16 AATCCATTGTTGTTGTC'CAGC'CACC'ATGAA*

20 Tabla 2: Oligonucleétidos para detectar la mutacion H1047R

SEQ ID NO: SECUENCIA 5-3'

17 TTTGTTGTCCAGCCACCATGAT

18 TTTGTTGTCCAGCCACCATGCC

19 TTTGTTGTCCAGCCACCATGGC

20 TTTGTTGTCCAGCCACCATGTC

21 TTTGTTGTCCAGCCACCATCAC

22 TTTGTTGTCCAGCCACCATTAC

23 TTTGTTGTCCAGCCACCATAAC

24 TTTGTTGTCCAGCCACCAAGAC

25 TTTGTTGTCCAGCCACCACGAC

26 TTTGTTGTCCAGCCACCAGGAC

27 TTTGTTGTCCAGCCACCATGAT

28 TTTGTTGTCCAGCCACCATGCC

29 TTTCATGAAACAAATGAATGATGCAGG
30 TTTCATGAAACAAATGAATGATGCATG
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SEQ ID NO:

SECUENCIA 5-3'

31

TTTCATGAAACAAATGAATGATGCAAG

32

TTTCATGAAACAAATGAATGATGCCCG

33

TTTCATGAAACAAATGAATGATGCGCG

34

TTTCATGAAACAAATGAATGATGCTCG

35

TTTCATGAAACAAATGAATGATGGACG

36

TTTCATGAAACAAATGAATGATGTACG

37

TTTCATGAAACAAATGAATGATGAACG

Tabla 3: Oligonucleétidos para detectar la mutacion H1047Y

SEQ ID NO:

SECUENCIA 5°-3’

38

TTTGTTGTCCAGCCACCATGATG

39

TTTGTTGTCCAGCCACCATGAAA

40

TTTGTTGTCCAGCCACCATGACA

41

TTTGTTGTCCAGCCACCATGAGA

42

TTTGTTGTCCAGCCACCATGCTA

43

TTTGTTGTCCAGCCACCATGGTA

44

TTTGTTGTCCAGCCACCATGTTA

45

TTTGTTGTCCAGCCACCATCATA

46

TTTGTTGTCCAGCCACCATTATA

47

TTTGTTGTCCAGCCACCATAATA

48

GTTTTGTTGTCCAGCCACCATGA*TA

49

TTGTGTTGTCCAGCCACCATGA*TA

50

AGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGCGT

51

AGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGCTT

52

AGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGGAT

53

AGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGTAT

54

AGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGAAT

55

AGTGTTTCATGAAACAAATGAATGATGCA*T

56

AGTGTTTCATGAAACAAATGAATGATGC*AT

57

AGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGCAGT

58

AGTATTTCATGAAACAAATGAATGATTCA*T

59

AGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGCATT

Tabla 4: O

ligonucle6tidos para detectar la mutacion N345K

SEQ ID NO:

SECUENCIA 5°-3’

60

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGAAT

61

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGAAA

62

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGACA

63

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGAGA

64

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGATA

65

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGCAA

66

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGGAA

67

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGTAA

68

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTCAAA

69

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTTAAA

70

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTAAAA

71

ATAGAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGAAA
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SEQ ID NO:

SECUENCIA 5'-8’

72

ATGAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGAAA*

73

ATGAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGAAYA

74

ATGAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGA*AA

75

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGAC*A

76

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGCYAA

77

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGACH#A

78

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGGGAAA®

79

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTC*AAA

80

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGGGAA*A

81

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTC#AAA

82

ATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTC#AAA®

Tabla 5: Oligonucleétidos para detectar la mutacion E542K

SEQ ID NO:

SECUENCIA 5°-3’

83

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTG

84

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTA

85

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCAA

86

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCCA

87

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCGA

88

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTGTA

89

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTTTA

90

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTATA

91

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCACTA

92

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCCCTA

93

CAATTTCTACACGAGATCCTCTCGCTA

94

CAGTTTCTACACGAGATCCTCTCTCTA

95

GAAGCAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTA*

96

GAAGCAATTTCTACACGAGATCCTCTCTC*TA

97

CAGTTTCTACACGAGATCCTCTCTC*TA

5 Tabla 6: Oligonucleétidos para detectar la mutacion E545A

SEQ ID NO:

SECUENCIA 5°-3’

98

GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGA

99

GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGC

100

GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTCC

101

GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTTC

102

GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTAC

103

GAGATCCTCTCTCTGAAATCACAGC

104

GAGATCCTCTCTCTGAAATCACCGC

105

GAGATCCTCTCTCTGAAATCACGGC

106

GAGATCCTCTCTCTGAAATCAGTGC

107

GAGATCCTCTCTCTGAAATCATTGC

108

GAGATCCTCTCTCTGAAATCAATGC

109

GGGATCCTCTCTCTGAAATCACTGC

110

GGGATCCTCTCTCTGAAATCAC*TGC

111

GGGATCCTCTCTCTGAAATCACTGC*

112

GAGATCCTCTCTCTGAAATCGCTGC*
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SEQ ID NO: SECUENCIA 5-3

113 GAGATCCTCTCTCTGAAATCATTGC*
114 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTC*C
115 GAGATCCTCTCTCTGAAATCA*CTLC
116 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACCHGC
117 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTA*C
118 GAGATCCTCTCTCTGAAATCGCCAGC
119 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACCGC*
120 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACGGC*
121 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACATCAC
122 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACAGGC
123 GAGATCCTCTCTCTGAAATCAC*CGC
124 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACA*GC
L-Gclamp

Tabla 7: O

ligonucleétidos para detectar la mutacién E545G

Tabla 8: O

SEQ ID NO: SECUENCIA 5-3
125 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGA
126 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGG
127 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTCG
128 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTAG
129 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTTG
130 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACAGG
131 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACCGG
132 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACGGG
133 GAGATCCTCTCTCTGAAATCAGTGG
134 GAGATCCTCTCTCTGAAATCAATGG
135 GAGATCCTCTCTCTGAAATCATTGG
136 GGGATCCTCTCTCTGAAATCACTGG
137 GGGATCCTCTCTCTGAAATCAC*TGG
138 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTC*G
139 GAGATCCTCTCTCTGAAATCA*CTCAG
140 GAGATCCTCTCTCTGAAATCA*CTTG
141 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTA*G
142 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTCAG
143 GAGATCCTCTCTCTGAAATCAA*TGG
144 CTATACGAGATCCTCTCTCTIAAATCAC*TGG
145 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTAG
146 AGATCCTCTCTCTGAAATCACGGG
ligonucleétidos para detectar la mutacién E545K
SEQ ID NO: SECUENCIA 5-3
147 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTG
148 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTA
149 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACAA
150 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACCA
151 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACGA
152 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCAGTA




ES 2691 306 T3

SEQ ID NO: SECUENCIA 5-3'

153 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCAATA
154 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCATTA
155 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCCCTA
156 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCCCTA
157 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCTCTA
158 AGGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTA
159 AGGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTA*
160 AGGAGATCCTCTCTCTGAAATCACATA
161 AGGAGATCCTCTCTCTGAAATCA*CTA
162 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCAA*TA
163 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACA*A
164 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATC#AA*TA
165 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACC*A
166 ACGAGATCCTCTCTCTGAAATCC*CTA

Tabla 9: Oligonucleétidos para detectar la mutacion Q546K

SEQ ID NO: SECUENCIA 5-3'

167 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGC
168 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGA
169 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTGACA
170 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAAA
171 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTGATA
172 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTGCGA
173 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTGTGA
174 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTGGGA
175 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTCAGA
176 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTAAGA
177 AGATCCTCTCTCTGAAATCACTTAGA
178 AGGTCCTCTCTCTGAAATCACTGAGA
179 GAGGTCCTCTCTCTGAAATCACTGAGA*
180 GAGGTCCTCTCTCTGAAATCACTGA*GA
181 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAAA
182 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGGGA
183 GAGATCCTCTCTCTGAAATCACTAAGA

5 Tabla 10: Oligonucleétidos para detectar la mutacion Q546E

SEQ ID NO: SECUENCIA 5-8

184 ATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGC
185 ATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGG
186 ATCCTCTCTCTGAAATCACTGAAG
187 ATCCTCTCTCTGAAATCACTGACG
188 ATCCTCTCTCTGAAATCACTGATG
189 ATCCTCTCTCTGAAATCACTGCGG
190 ATCCTCTCTCTGAAATCACTGGGG
191 ATCCTCTCTCTGAAATCACTGTGG
192 ATCCTCTCTCTGAAATCACTAAGG
193 ATCCTCTCTCTGAAATCACTCAGG
194 ATCCTCTCTCTGAAATCACTTAGG

10
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Tabla 11: Oligonucleétidos para detectar la mutacién Q546L

SEQ ID NO:

SECUENCIA 5’-3’

195

TCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCA

197

TCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCT

198

TCCTCTCTCTGAAATCACTGAGAT

199

TCCTCTCTCTGAAATCACTGAGGT

200

TCCTCTCTCTGAAATCACTGAGTT

201

TCCTCTCTCTGAAATCACTGAACT

202

TCCTCTCTCTGAAATCACTGACCT

203

TCCTCTCTCTGAAATCACTGATCT

204

TCCTCTCTCTGAAATCACTGCGCT

205

TCCTCTCTCTGAAATCACTGGGCT

206

TCCTCTCTCTGAAATCACTGTGCT

Tabla 12: Oligonucleétidos para detectar la mutacion G1049R

SEQ ID NO: SECUENCIA 5-3’

207 CATGAAACAAATGAATGATGCACATCATG
208 CATGAAACAAATGAATGATGCACATCATC
209 CATGAAACAAATGAATGATGCACATCAAC
210 CATGAAACAAATGAATGATGCACATCACC
211 CATGAAACAAATGAATGATGCACATCAGC
212 CATGAAACAAATGAATGATGCACATCCTC
213 CATGAAACAAATGAATGATGCACATCGTC
214 CATGAAACAAATGAATGATGCACATCITC
215 CATGAAACAAATGAATGATGCACATAATC
216 CATGAAACAAATGAATGATGCACATGATC
217 CATGAAACAAATGAATGATGCACATTIATC

Tabla 13: Oligonucleétidos para detectar la mutacién M1043lI

SEQ ID NO: SECUENCIA 5'-3
218 AGCCACCATGATGTGCATCATTC
219 AGCCACCATGATGTGCATCATTA

220

AGCCACCATGATGTGCATCATAA

221

AGCCACCATGATGTGCATCATGA

222

AGCCACCATGATGTGCATCAATA

223

AGCCACCATGATGTGCATCACTA

224

AGCCACCATGATGTGCATCAGTA

225

AGCCACCATGATGTGCATCCTTA

226

AGCCACCATGATGTGCATCGTTA

227

AGCCACCATGATGTGCATCTTTA

228

AGGCACCATGATGTGCATCATTA

229

AGGCACCATGATGTGCATCATTA*

230

AGGCACCATGATGTGCATCA*TTA

La presente invencion se refiere ademas a un oligonucleétido para detectar una mutacion en una o mas
posiciones de nucleétido entre los codones 1042 y 1050 en el gen PIK3CA que es al menos un 90 % idéntico a 'y
que tiene el nucledtido terminal 3’ de la SEQ ID NO: 39 y de una o més de las secuencias seleccionadas del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2, 18, 208 y 219. Los oligonucleétidos comprenden 3 o menos
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emparejamientos erréneos con una de dichas secuencias, excluyendo el nucleétido terminal 3’ y/o al menos un
emparejamiento erroneo entre los pendltimos 5 nucleétidos en el extremo 3. Los oligonucledtidos comprenden
ademas al menos un nucleétido modificado entre los 5 nucledtidos terminales en el extremo 3. Los
oligonucleétidos son, en particular, adecuados para detectar la mutacion H1047Y y una o mas de las mutaciones
M1043l, H1047L, H1047R y/o H1049R. Se describe ademas un oligonucleétido para detectar la mutacién N345K
en el gen PIK3CA que es al menos un 90 % idéntico a y que tiene el nucleétido terminal 3’ de la SEQ ID NO: 61.
Los oligonucleétidos pueden comprender 3 o menos emparejamientos erréneos con la SEQ ID NO: 61,
excluyendo el nucleoétido terminal 3’ y/o al menos un emparejamiento erroneo entre los penultimos 5 nucleétidos
en el extremo 3'. Los oligonucleétidos pueden comprender ademds al menos un nucleétido modificado entre los
5 nucleétidos terminales en el extremo 3’.

Otro modo de realizacién descrito es un oligonucleétido para detectar una mutacion en una o mas posiciones de
nucleétido entre los codones 541 y 547 en el gen PIK3CA que es al menos un 90 % idéntico a y que tiene el
nucleétido terminal 3’ de una o mas de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
84,99, 126, 148, 168, 185 y 197. Los oligonucleétidos pueden comprender 3 0 menos emparejamientos erréneos
con una de dichas secuencias, excluyendo el nucleétido terminal 3’ y/o al menos un emparejamiento erréneo
entre los penultimos 5 nucleoétidos en el extremo 3'. Los oligonucleétidos pueden comprender ademas al menos
un nucleétido modificado entre los 5 nuclettidos terminales en el extremo 3'. Los oligonucleétidos son, en
particular, adecuados para detectar una o mas de las mutaciones E542K, E545A, E545G, E545K, Q546K, Q546L
y/o Q546E.

En otro modo de realizacion, la presente invencién es un procedimiento diagndstico de deteccién de la mutacion
H1047Y en el gen PISKCA (PIK3CA) humano y una o mas mutaciones seleccionadas de H1047L, H1047R,
N345K, E542K, E545A, E545G, E545K, G1049R, M1043l, Q546E, Q546L y Q546K, asi como una busqueda
simultanea de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 13 de las mutaciones enumeradas anteriormente usando la
SEQ ID NO: 39 del oligonucleétido y, opcionalmente, uno o més de los oligonucleétidos seleccionados de las
SEQ ID NO: 2, 18, 61, 84, 99, 126, 148, 168, 185, 197, 208, 219 o variaciones al menos un 90 % idénticas a y
que tienen el nucleétido terminal 3’ de dichos oligonucleétidos. En variaciones de este modo de realizacién, el
procedimiento comprende usar uno o mas oligonucleétidos seleccionados de las SEQ ID NO: 8, 21, 46, 78, 93,
113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228. El procedimiento comprende poner en contacto una muestra de prueba
que contenga acidos nucleicos con uno o mas de los oligonucleétidos en presencia del correspondiente cebador
en direccién 3’ y una sonda de deteccion. De forma ventajosa, se puede realizar la deteccion de mutaciones
posicionadas cerca en una unica reaccién. En algunos modos de realizacion, una Unica reaccion contiene dos o
mas oligonucleétidos especificos de alelo, por ejemplo, se pueden combinar las SEQ ID NO: 39y 8, 21 y 46 en
una mezcla de reaccion junto con un Unico cebador en direccién 3’ y una Unica sonda de deteccién. De manera
similar, una Unica reaccién puede contener dos 0 mas de las SEQ ID NO: 39y 93, 113, 141, 166, 170 y 199, que
se pueden combinar en una mezcla de reaccién junto con un Unico cebador en direccién 3’ y una Unica sonda de
deteccion. El procedimiento comprende poner en contacto una muestra de prueba que contenga &acidos
nucleicos con uno o mas de los oligonucleotidos en presencia del correspondiente cebador en direccion 3 (es
decir, un cebador que pueda hibridar a la cadena opuesta del acido nucleico diana para posibilitar la
amplificacion exponencial), nucledsidos trifosfato y una acido nucleico polimerasa, de tal manera que uno o0 mas
cebadores especificos de alelo solo se extiendan de manera eficaz cuando estd presente una mutaciéon en
PIBKCA en la muestra; y detectar la presencia o ausencia de una mutaciéon en PISBKCA detectando directa o
indirectamente la presencia o ausencia de la extension del cebador.

En un modo de realizacién particular, la presencia de la extension del cebador se detecta con una sonda. La
sonda se puede marcar con un marcador radioactivo o uno cromoforo (fluoréforo), por ejemplo, un marcador que
incorpore FAM, JA270, colorantes de la familia de CY5 o colorantes de HEX. Como un ejemplo de deteccion
usando una sonda marcada de manera fluorescente, se puede detectar la mutacion mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real (rt-PCR), en la que la hibridacién de la sonda da como resultado la
digestion enzimatica de la sonda y la deteccién de la fluorescencia resultante (procedimiento de la sonda
TagMan™, Holland et al. (1991) P.N.A.S. USA 88:7276-7280). De forma alternativa, la presencia del producto de
extensién y el producto de amplificacion se puede detectar mediante electroforesis en gel seguida de tincién o
mediante transferencia e hibridacion como se describe, por ejemplo, en Sambrook, J. y Russell, D.W. (2001)
Molecular Cloning, 32 ed. CSHL Press, capitulos 5y 9.

En otro modo de realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un paciente que tiene
un tumor que alberga posiblemente células con un gen PISKCA mutante. El procedimiento comprende poner en
contacto una muestra del paciente con dos o mas oligonucleétidos, en el que un oligonucledtido es la SEQ ID
NO: 39 y al menos otro oligonucleétido se selecciona de las SEQ ID NO: 2, 18, 61, 84, 100 (99), 127 (126), 148,
170 (168), 185, 197, 208, 219 o variaciones al menos un 90 % idénticas a y que tienen el nucleétido terminal 3’
de dichos oligonucleétidos, en presencia de un correspondiente segundo cebador o cebadores, efectuar la
amplificacion especifica de alelo, y detectar la presencia o ausencia de una mutaciéon en PISKCA detectando la
presencia o ausencia de la extension del cebador, y, si al menos se encuentra o no se encuentra una mutacion,
someter al paciente al régimen de tratamiento apropiado. En algunos modos de realizacién, el tratamiento
comprende administrar un inhibidor de la proteina codificada por el gen PI3KCA (proteina p110 alfa). En otros
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modos de realizacion, el tratamiento comprende administrar un inhibidor de una proteina en direccién 5’ en la via,
por ejemplo, la proteina EGFR, si no se encuentran mutaciones en PI3KCA, y administrar un tratamiento
alternativo si se encuentran las mutaciones. En variaciones de este modo de realizacion, el procedimiento
comprende poner en contacto una muestra del paciente con uno o mas oligonucleétidos seleccionados de las
SEQID NO: 8, 21, 46, 78, 93, 113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228.

En otro modo de realizacién mas, la invencion es un kit que contiene reactivos para detectar mutaciones en el
gen PI3KCA, especificamente la mutacion H1047Y y una o mas de las mutaciones seleccionadas de H1047L,
H1047R, N345K, E542K, E545A, E545G, E545K, G1049R, M1043I, Q546E, Q546L y Q546K, asi como una
busqueda simultdénea de 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12 0 13 de las mutaciones enumeradas anteriormente.
Los reactivos comprenden dos o mas oligonucleétidos, en los que un oligonucleétido es la SEQ ID NO: 39 y al
menos un oligonucledtido se selecciona de las SEQ ID NO: 2, 18, 61, 84, 100 (99), 127 (126), 148, 170 (168),
185, 197, 208, 219 o variaciones al menos un 90 % idénticas a y que tienen el nucleétido terminal 3’ de dichos
oligonucleotidos, uno o mas correspondientes segundos cebadores, y, opcionalmente, una o mas sondas. En
variaciones de este modo de realizacion, los reactivos comprenden la SEQ ID NO: 39 y uno o mas
oligonucledtidos seleccionados de las SEQ ID NO: 11, 32, 46, 78, 93, 113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228. El
kit puede comprender ademas reactivos necesarios para la realizacion del ensayo de amplificacion y deteccion,
tales como nucleosidos trifosfato, acido nucleico polimerasa y tampones necesarios para la funcién de la
polimerasa. En algunos modos de realizacion, la sonda se marca de manera detectable. En dichos modos de
realizacién, el kit puede comprender reactivos para marcar y detectar el marcador.

En otro modo de realizacién mas, la invencién es una mezcla de reaccién para detectar mutaciones en el gen
PIBKCA, especificamente la mutacion H1047Y y una o mas de las mutaciones seleccionadas de H1047L,
H1047R, H1047Y, N345K, E542K, E545A, E545G, E545K, G1049R, M1043I1, Q546E, Q546L y Q546K, asi como
una busqueda simultanea de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 13 de las mutaciones enumeradas
anteriormente. La mezcla comprende dos o mas oligonucleétidos, en la que un oligonucleétido es la SEQ ID NO:
39 y al menos un oligonucledtido se selecciona de las SEQ ID NO: 2, 18, 61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197,
208, 219 o variaciones al menos un 90 % idénticas a y que tienen el nucleétido terminal 3’ de dichos
oligonucleotidos, uno o mas correspondientes segundos cebadores, y, opcionalmente, una o mas sondas. En
variaciones de este modo de realizacién, la mezcla de reaccidon comprende uno o mas oligonucleétidos
seleccionados de las SEQ ID NO: 8, 21, 46, 78, 93, 113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228. La mezcla de
reaccion puede comprender ademas reactivos tales como nucleosidos trifosfato, acido nucleico polimerasa y
tampones necesarios para la funcién de la polimerasa.

En otro modo de realizacién mas, la invencion es un procedimiento de evaluacion del cancer en un paciente
detectando, en la muestra de un paciente, mutaciones en el gen PI3KCA, especificamente la mutacién H1047Y y
una o mas de las mutaciones seleccionadas de H1047L, H1047R, N345K, E542K, E545A, E545G, E545K,
G1049R, M1043I, Q546E, Q546L y Q546K, asi como una blusqueda simultaneade 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12 o 13 de las mutaciones enumeradas anteriormente, para la mutacién H1047Y usando la SEQ ID NO: 39 del
oligonucleétido y para cada una de las demas mutaciones usando un oligonucleétido seleccionado de las SEQ ID
NO: 2, 18, 61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197, 208, 219 o variaciones al menos un 90 % idénticas a y que
tienen el nucledtido terminal 3’ de dichos oligonucleétidos. En variaciones de este modo de realizacién, los
oligonucledtidos se seleccionan de las SEQ ID NO: 8, 21, 46, 78, 93, 113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228.

Ejemplos

Condiciones de reaccidn ejemplares

En todos los ejemplos a continuacién se usaron las siguientes condiciones de reaccién. Cada reaccion incluia las
10* copias 0 molde de ADN mutante o natural, 0,1 pM de cada cebador selectivo y comdn, sonda de deteccidn,
uracil-N-glucosilasa, ADN polimerasa y un tampén adecuado para la ADN polimerasa. Las reacciones se
sometieron al siguiente perfil de termociclado en el instrumento LIGHTCYCLER® 480 (Roche Molecular
Diagnostics, Indianapolis, Ind.): 50 °C durante 5 minutos, seguido de 2 ciclos de 95 °C (10 segundos) a 62 °C (30
segundos) y 65 ciclos de 93 °C (10 segundos) a 62 °C (30 segundos). Los datos de fluorescencia se obtuvieron
al inicio de cada etapa a 62 °C. Se usaron los valores de C: de cada reaccion para calcular ACt. Se muestran el
Ct promedio y la desviacién estandar para cada ejemplo.

Ejemplo 1

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion H1047L en el gen PI3KCA humano

SEQ ID NO: Ciwt |DE |Cimut |DE |AG:
1 (emparejamiento WT) 18,4 0,1 (24,1 0,3 |[-5,7
2 31,8 0,2 |18,8 0,1 (13,0

13
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SEQ ID NO: Ciwt |[DE |Cimut |DE |AG:

43,2 |3,0 |18,9 0,1 24,3

356 |05 |20,8 0,0 |14,8

619 |52 |21,0 0,0 |40,9

38,8 |14 (197 0,1 (19,1

3
4
5 451 53 19,7 0,0 (25,4
6
7
8

55,3 |6,0 |19,8 0,1 |355

9 49,2 |53 |18,8 0,1 |30,3
10 44,8 |52 |19,0 0,0 |25,8
11 47,8 |1,4 |18,9 0,0 |28,9
12 31,8 (0,2 (19,7 0,1 (12,1
13 396 |1,5 |19,9 0,0 [19,7
14 18,4 |0,1 [24,1 0,3 |-5,7
15 31,8 |02 |18,8 0,1 |13,0
16 43,2 |3,0 |18,9 0,1 |24,3

Ejemplo 2

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion H1047R en el gen PISKCA humano.

5

SEQ ID NO: Ctwt |DE |[Ctmut |DE |ACt
17 (emparejamiento WT) 18,2 0,2 (20,4 0,0 [-2,2
18 32,2 |03 |18,9 0,0 {13,3
19 31,7 (0,3 [19,5 0,0 (12,2
20 339 1[04 (19,5 0,0 (144
21 355 [1,0 (20,1 0,3 154
22 32,7 10,7 [194 0,1 (13,3
23 33,7 |0,6 [19,5 0,0 (14,2
24 31,9 1[04 (18,9 0,0 |12,9
25 29,8 [1,0 (18,9 0,1 (10,9
26 354 [0,7 22,3 0,1 (13,2
27 37,1 0,6 (22,8 0,0 (14,3
28 37,0 (0,7 (22,7 0,0 (14,3
29 41,7 |51 |22,3 0,1 (194
30 40,2 |24 |24,7 0,2 15,5
31 43,4 |32 |251 0,5 (18,3
32 65,0 |0,0 |33,5 0,0 (31,5
33 38,8 |09 |231 0,3 |15,8
34 38,4 (0,7 |23,1 0,3 [15,2
35 43,0 |1,8 |24,6 0,5 (18,5
36 40,4 (0,0 |22,7 02 (17,8
37 38,3 [0,9 (23,2 0,0 |15,1

Ejemplo 3

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion H1047Y en el gen PI3KCA humano.

10

SEQ ID NO: Ctwt |DE |Ctmut |DE |[ACt
38 (emparejamiento WT) 18,0 |02 19,3 0,0 [-1,3
39 475 |29 |22,6 0,0 |24,9
40 32,8 |0,3 |19,3 0,0 |{13,5
41 37,3 |24 |24,6 0,1 (12,7

14
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SEQ ID NO: Ctwt |DE |[Ctmut |DE |ACt
42 332 |04 18,9 0,0 (14,3
43 344 0,8 (194 0,0 15,0
44 350 |0,9 |19, 0,2 15,9
45 36,1 |24 |20,2 0,0 (15,9
46 36,0 |04 |[195 0,2 16,5
47 358 |0,8 [195 0,1 16,3
48 30,0 |02 |[19,6 0,1 |10,4
49 344 |05 (197 0,0 |14,7
50 333 |0,3 |[20/4 0,0 (12,9
51 458 |79 |23,3 0,0 |22,5
52 451 |76 |21,8 0,1 [23,4
53 529 |65 |24, 0,1 28,8
54 60,8 |10,4 (27,2 0,0 33,5
55 34,7 |12 |[193 0,0 |15,4
56 33,1 |1,3 [19,8 0,0 (13,3
57 382 |13 22,9 0,7 15,3
58 65,0 |0,0 425 0,3 |22,5
59 61,6 |6,1 24,6 0,1 37,0

Ejemplo 4

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion N345K en el gen PIBKCA humano.

SEQ ID NO: Ctwt |[DE |Ctmut |DE |ACt
60 (emparejamiento WT) 21,6 0,1 |27,4 0,0 |[-5,8
61 34,1 0,1 (23,8 0,0 (10,3
62 442 11,0 |24,0 0,1 (20,2
63 435 |16 |25/4 0,1 |18,0
64 440 [1,3 |244 0,1 {19,6
65 33,7 (0,3 [23,9 0,1 |9,8

66 255 [0,3 |23,2 0,1 {2,3

67 339 |04 (23,8 0,0 (10,1
68 447 |14 259 0,1 (18,8
69 39,7 (0,3 |257 0,0 (14,0
70 479 |11 (27,0 0,6 (20,9
71 352 [0,5 |23,6 0,0 (11,5
72 55,7 (9,4 |24,6 0,0 |31,1
73 60,7 (8,2 |27,5 0,2 [33,2
74 32,6 |04 (234 0,3 |9,2

75 65,0 [0,0 (29,6 0,0 354
76 296 (0,2 |26,6 0,1 |3,0

77 58,8 [4,0 [254 0,1 334
78 65,0 [0,0 [254 2,1 (39,6
79 454 |42 |27,5 0,1 |17,8
80 62,4 (6,3 (29,7 0,3 (32,8
81 51,4 |52 |26,0 0,1 |254
82 65,0 [0,0 (40,8 0,0 (24,2

Ejemplo 5

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion E542K en el gen PI3KCA humano

15
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Ejemplo 6

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion E545A

Ejemplo 7

ES 2691 306 T3

SEQ ID NO: Ctwt |[DE |Ctmut |DE |ACt
83 (emparejamiento WT) 23,9 0,5 (30,8 0,2 [-6,9
84 374 (0,2 (244 0,0 13,0
85 64,6 [1,0 (30,8 0,3 (33,8
86 55,7 |5,0 (27,6 0,0 |28,1
87 384 |05 |37,3 05 1,2

88 48,0 |1,4 |453 0,5 |2,7

89 60,8 (4,8 |29,1 0,8 (31,7
90 58,5 [6,2 [28,3 0,1 (30,2
91 496 (3,3 |244 0,1 |25,2
92 46,7 |1,8 |244 0,1 (22,2
93 52,9 [6,1 [25,0 0,5 (27,9
94 395 (0,8 [24,2 0,3 [15,3
95 65,0 [0,0 32,8 0,2 32,2
96 47,0 |1,2 |23,6 0,1 |23,4
97 50,8 [3,2 |46,5 1,9 (43

en el gen PISBKCA humano

SEQ ID NO: Ctwt |DE |[Ctmut |[DE |ACt
98 (emparejamiento WT) 23,9 (0,3 |35,1 0,2 |-11,2
99 244 10,2 |24,1 0,2 [0,3
100 48,4 (3,8 |25,6 0,0 |22,9
101 47,6 |[3,5 |25,6 0,3 |22,0
102 426 (1,2 |24,9 0,0 |17,7
103 355 |1,0 (24,5 0,2 |11,0
104 39,3 |1,5 24,6 0,0 |14,7
105 358 |1,0 |24,7 0,1 (11,1
106 324 |05 (244 0,1 8,0
107 36,2 |0,8 [24,7 0,0 |11,5
108 40,5 (0,8 |24,8 0,2 [15,7
109 249 |06 [23,7 0,2 |1,3
110 352 |08 [255 1,7 19,7
111 31,0 |0,7 (22,9 0,0 |8,2
112 41,6 (1,7 |235 0,1 18,1
113 45,1 1,1 |23,8 0,0 |21,3
114 65,0 |0,0 [35,6 0,0 |29,4
115 65,0 |0,0 (65,0 0,0 {0,0
116 60,7 |1,2 [34,3 0,1 |26,4
117 65,0 |0,0 (48,7 0,3 |16,3
118 655 |1,5 35,3 0,3 30,2
119 64,9 |0,3 [33,6 0,4 1313
120 65,0 |0,0 (34,3 0,4 |30,7
121 65,0 |0,0 58,2 9,6 (6,8
122 56,6 |4,6 [33,4 0,1 |23,2
123 65,0 |0,0 [39,7 0,0 |25,3
124 60,1 1,8 34,1 0,5 |26,0

16
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Resultados de los cebadores para detectar la mutacion E545G en el gen PISKCA humano

SEQ ID NO: Ctwt |DE |Ctmut |DE |ACt
125 (emparejamiento WT) 23,7 10,5 [251 0,2 |-1,4
126 243 10,3 |24,2 0,1 0,0
127 43,4 0,5 |24,9 0,0 {184
128 28,1 |0,9 |25,1 0,2 3,0
129 38,3 [1,7 |24,9 0,1 |134
130 37,7 10,3 |245 0,0 [13,2
131 351 |0,6 |24,3 0,2 {10,9
132 375 [1,2 |245 0,2 [13,0
133 29,8 |0,5 |24,3 0,1 |55
134 359 (0,3 |24,6 0,1 |11,3
135 336 |0,6 |24,2 0,3 9,5
136 245 10,4 |23,7 0,1 {0,8
137 31,0 |04 |25,8 1,5 |5,2
138 54,3 |7,8 |25,4 0,3 28,9
139 65,0 |0,0 [39,0 0,0 26,0
140 56,3 |4,7 30,0 0,2 26,3
141 43,9 0,9 |23,7 0,3 20,3
142 43,8 |1,1 |24 0,3 [19,7
143 65,0 |0,0 [39,2 0,4 |25,8
144 30,2 |1,0 |26,3 0,0 [4,0
145 65,0 |0,0 65,0 0,0 (0,0
146 37,9 (0,7 |23,8 0,2 |14

5 Ejemplo 8

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion E545K en el gen PISKCA humano

SEQ ID NO: Ctwt |[DE |Ctmut |DE |ACt
147 (emparejamiento WT) 23,5 0,3 [254 0,2 |-1,9
148 29,1 10,5 |23,9 0,0 5,2

149 45,7 |2,7 |26,4 0,0 {19,3
150 421 1,1 (24,9 0,1 (17,2
151 26,5 |0,5 30,9 0,1 [-4,3
152 40,7 |1,7 |24,4 0,1 16,3
153 47,3 12,3 |26,7 0,0 |20,6
154 44,7 12,0 |25,7 0,2 [19,0
155 37,9 (0,9 |24,0 0,3 [13,9
156 358 (0,5 (24,1 0,2 (11,7
157 416 |1,1 [241 0,2 (17,5
158 31,2 |0,7 |24,9 0,0 {6,3

159 56,3 |1,6 |34,5 0,4 |21,9
160 28,2 (0,6 |22,9 0,4 |53

161 454 |15 |25,6 0,3 [19,8
162 51,2 |5,7 |29,8 02 (214
163 58,7 |7,0 |32,0 0,0 26,8
164 48,7 2,7 [29,5 0,1 19,2
165 495 |7,1 |30,5 0,4 [19,0
166 420 |2,0 [245 0,0 |17,5

17



10

15

ES 2691 306 T3

Ejemplo 9

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion Q546K en el gen PI3KCA humano

SEQ ID NO: Ctwt |DE |[Ctmut |[DE |act
167 (emparejamiento WT) 233 |05 [258 |01 [-25
168 349 |04 [418 |06 |69
169 262 |06 [284 |00 [-2,2
170 552 2,8 [259 0,0 [29,2
171 446 (18 26,7 |01 [17,9
172 421 (1,0 [246 |03 [17,4
173 372 |[1,1 [253 o1 [11,9
174 353 [1,3 [245 0,0 [10,7
175 650 (0,0 [650 0,0 [0,0
176 447 |09 [266 |02 [18,1
177 415 |04 [260 |02 [156
178 37,4 |09 [445 |03 [-7,0
179 650 0,0 [650 0,0 [0,0
180 650 0,0 [650 |00 [0,0
181 48,9 (29 [252 o1 [23,7
182 334 (03 [244 00 [9,0
183 40,1 [1,1 [258 [0, [14,3

Ejemplo 10

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion Q546E en el gen PI3KCA humano

SEQ ID NO: Ctwt |DE [Ctmut |DE |ACt
184 (emparejamiento WT) 21,5 (0,4 |31,9 0,5 [-10,4
185 30,8 (0,5 (22,6 0,0 8,2
186 36,7 |1,2 |24,6 0,1 |121
187 39,0 (0,6 (27,8 0,0 [11,1
188 56,8 |[5,8 (27,6 0,4 [29,2
189 38,3 (0,7 (23,5 0,1 [14,8
190 35,0 (0,4 (23,9 0,1 [11,2
191 43,7 (0,8 (23,8 0,1 [19,9
192 50,5 (3,8 (25,3 0,4 25,3
193 38,3 (0,8 (26,4 0,1 |11,8
194 52,7 |3,1 |24,7 0,1 |28,1

Ejemplo 11

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion Q546L en el gen PISKCA humano

SEQ ID NO: Ctwt |DE [Ctmut |DE |ACt
195 (emparejamiento WT) 22,2 10,4 |33,9 0,1 [-11,7
197 31,2 (0,7 (21,9 0,1 {93

198 63,0 |2,5 |29,5 0,1 [33,5
199 56,5 (3,0 (23,2 0,3 33,3
200 471 |2,3 |22,8 0,0 |24,2
201 56,4 |5,6 (23,1 0,2 33,3
202 51,9 (4,6 (24,3 0,2 [27,6

18
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SEQ ID NO: Ctwt |DE |Ctmut |DE |ACt
203 55,9 12,6 |23,5 0,2 |32,4
204 42,4 (0,6 (22,6 0,1 [19,8
205 39,7 (0,9 (224 0,4 (17,3
206 448 (1,7 (224 0,2 22,4

Ejemplo 12

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion G1049R en el gen PISKCA humano

5

SEQ ID NO: Ctwt |DE |Ctmut |DE |ACt
207 (emparejamiento WT) 18,8 (0,1 |30,3 0,1 |-11,5
208 322 (0,4 (20,4 0,0 [11,8
209 36,1 |05 |22,3 0,1 |13,8
210 41,6 (2,1 (20,7 0,1 [20,9
211 434 (1,6 (264 0,0 |16,9
212 49,9 (8,2 |20,1 0,3 |29,8
213 48,3 |5,6 |20,4 0,1 |28,0
214 41,3 12,2 |120,8 0,0 |20,5
215 43,5 14,9 |20,8 0,1 |22,8
216 48,3 (2,9 (20,7 0,1 [27,7
217 53,0 |5,1 |20,5 0,1 1325

Ejemplo 13

Resultados de los cebadores para detectar la mutacion M1043I en el gen PISBKCA humano

10

SEQ ID NO: Ct wt DE |Ctmut DE |ACt
218 17,8 0,1 30,8 0,0 |[-13,0
219 46,7 4,2 19,5 0,1 27,1
220 53,8 6,5 |26,7 0,0 |27,
221 51,0 9,1 32,1 0,3 19,0
222 38,7 25 (22,0 0,0 16,7
223 52,1 50 (21,7 0,0 (304
224 50,6 52 |25,6 0,0 |[25,0
225 51,5 9,1 20,5 0,0 (31,0
226 52,0 2,5 19,7 0,0 (32,3
227 50,0 5,0 [20,5 0,0 (29,5
228 61,5 58 |20,1 0,0 (413
229 65,0 0,0 (355 0,0 (29,5
230 65,0 0,0 |[23,2 0,1 41,8

Aunque la invencién se haya descrito en detalle con referencia a ejemplos especificos, sera evidente para un

experto en la técnica que se puedan realizar diversas modificaciones dentro del alcance de la presente

invencion. Por tanto, no se debe limitar el alcance de la invencion por los ejemplos descritos en el presente
15 documento, sino por las reivindicaciones presentadas a continuacion.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110>

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

<120>

PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES PARA DETECTAR MUTACIONES EN EL GEN PI3KCA

(PIK3CA) HUMANO

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

31384 WO-KOE

61/780.017
13-03-2013

230

Patentln versién 3.5
1

23

ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

1

ttttgttgtc cagccaccat gat 23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

2

23

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

2

ttttgttgtc cagccaccat gaa 23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

3

23

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

3

ttttgttgtc cagccaccat gca 23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

4
23

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

4

ttttgttgte cagccaccat gga 23

20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

ttttgttgtc cagccaccat gta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

ttttgttgtc cagccaccat caa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

ttttgttgtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

ttttgttgtec cagccaccat aaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

ttttgttgte cagccaccaa gaa

<210>
<211>
<212>
<213>

5

23

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

5

6

23

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

6

7

23

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

7

8

23

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

8

9

23

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

9

10

23

ADN

Secuencia artificial

cagccaccat taa

ES 2691 306 T3

21

23

23

23

23
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<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

10

ttttgttgtc cagccaccac gaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

11

23

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

11

ttttgttgtc cagccaccag gaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

12

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

12

gtttttgttg tccageccace atgaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

13

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

base modificada
(25)..(25)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

13

gtttttgttg tccagccace atgaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

14

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(24)..(24)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

14

gtttttgttg tccagccacec atgaa

22

23

23

25

25

25
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<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223>

<220>

<221> base_modificada
<222> (2)..(2)

<223> N4-metil-desoxicitosina
<220>

<221> base_modificada
<222> (14)..(14)

<223> N4-metil-desoxicitosina
<220>

<221> base_modificada
<222> (18)..(18)

<223> N4-metil-desoxicitosina
<220>

<221> base_modificada
<222> (22)..(22)

<223> N4-metil-desoxicitosina
<220>

<221> base_modificada
<222> (26)..(26)

<223> NB6-terc-butil-bencil-desoxiadenina
<400> 15

cegtttttgt tgtccagcca ccatgaa
<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223>

<220>

<221> base_modificada
<222> (5)..(5)

<223> N4-metil-desoxicitosina
<220>

<221> base_modificada
<222> (17)..(17)

<223> N4-metil-desoxicitosina
<220>

<221> base_modificada
<222> (21)..(21)

<223> N4-metil-desoxicitosina
<220>

<221> base_modificada
<222> (25)..(25)

<223> N4-metil-desoxicitosina

ES 2691 306 T3

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2691 306 T3

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> NB6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

<400> 16
aatccattgt tgttgtccag ccaccatgaa

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 17

tttgttgtce agccaccatg at

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 18
tttgttgtce agccaccatg cc

<210> 19

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 19

tttgttgtcec agccaccatg gce

<210> 20

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 20
tttgttgtcc agccaccatg tc

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

24

30

22

22

22

22
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<400> 21
tttgttgtece agccaccate ac

<210> 22

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 22
tttgttgtce agccaccatt ac

<210> 23

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 23
tttgttgtce agccaccata ac

<210> 24

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 24
tttgttgtcec agccaccaag ac

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 25
tttgttgtcec agccaccacg ac

<210> 26

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripciéon de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 26
tttgttgtcec agccaccagg ac

<210> 27
<211> 22

25

22

22

22

22

22

22
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<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>
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ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

27

tttgttgtce agccaccatg at

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

28

22

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

28

tttgttgtce agccaccatg cc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

29

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

29

tttcatgaaa caaatgaatg atgcagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

30

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

30

tttcatgaaa caaatgaatg atgcatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

31

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

31

tttcatgaaa caaatgaatg atgcaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

32

27

ADN

Secuencia artificial

fuente

26

22

22

27

27

27
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<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 32
tttcatgaaa caaatgaatg atgcccg

<210> 33

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 33

tttcatgaaa caaatgaatg atgcgcg

<210> 34

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 34

tttcatgaaa caaatgaatg atgctcg

<210> 35

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 35
tttcatgaaa caaatgaatg atggacg

<210> 36

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 36

tttcatgaaa caaatgaatg atgtacg

<210> 37

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 37
tttcatgaaa caaatgaatg atgaacg

27

27

27

27

27

27

27
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<210> 38

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 38
tttgttgtece agccaccatg atg

<210> 39

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 39
tttgttgtece agccaccatg aaa

<210> 40

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 40
tttgttgtcec agccaccatg aca

<210> 41

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 41
tttgttgtcec agccaccatg aga

<210> 42

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 42
tttgttgtcec agccaccatg cta

<210> 43

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

28

23

23

23

23

23
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<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 43
tttgttgtcec agccaccatg gta

<210> 44

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 44

tttgttgtce agccaccatg tta

<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 45
tttgttgtce agccaccatc ata

<210> 46

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 46
tttgttgtcc agccaccatt ata

<210> 47

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 47
tttgttgtcc agccaccata ata

<210> 48

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<220>
<221> base_modificada

29

23

23

23

23

23
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<222>
<223>

<400>

(23)..(23)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

48

gttttgttgt ccagccacca tgata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

49

24

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(22)..(22)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

49

ttgtgttgtc cagccaccat gata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

50

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

50
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agtatttcat gaaacaaatg aatgatgcgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

51

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

51

agtatttcat gaaacaaatg aatgatgctt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

52

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

52

agtatttcat gaaacaaatg aatgatggat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

53

30

ADN

Secuencia artificial

30

25

24

30

30

30
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<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 53
agtatttcat gaaacaaatg aatgatgtat 30

<210> 54

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 54
agtatttcat gaaacaaatg aatgatgaat 30

<210> 55

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<220>

<221> base_modificada

<222> (29)..(29)

<223> NB6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

<400> 55
agtgtttcat gaaacaaatg aatgatgcat 30

<210> 56

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<220>

<221> base_modificada

<222> (28)..(28)

<223> N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

<400> 56
agtgtttcat gaaacaaatg aatgatgcat 30

<210> 57

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<220>

<221> base_modificada
<222> (28)..(28)

<223> N4-etil-desoxicitosina

31
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<400>

57
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agtatttcat gaaacaaatg aatgatgcgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

58

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(29)..(29)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

58

agtatttcat gaaacaaatg aatgattcat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

59

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base_modificada
(28)..(28)
N4-etil-desoxicitosina

59

agtatttcat gaaacaaatg aatgatgctt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

60

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

60

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgaat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

61

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

61

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

62

30

ADN

Secuencia artificial

32

30

30

30

30

30
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<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 62

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgaca

<210> 63

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 63

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgaga

<210> 64

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 64
ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgata

<210> 65

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 65

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgcaa

<210> 66

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 66
ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtggaa

<210> 67

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

33

30

30

30

30

30
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<400>

67
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ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgtaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

68

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

68

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtcaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

69

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

69

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgttaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

ataaaaattc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

70

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

70

71

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

71

tttgtgcaac ctacgtaaaa

atagaaattc tttgtgcaac ctacgtgaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

72

30

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(30)..(30)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

34

30

30

30

30

30
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<400>
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72

atgaaaattc tttgtgcaac ctacgtgaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

73

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(29)..(29)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

73

atgaaaattc tttgtgcaac ctacgtgaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

74

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

base_modificada
(28)..(28)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

74

atgaaaattc tttgtgcaac ctacgtgaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

75

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

base modificada
(29)..(29)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

75

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>

76

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

base modificada

35

30

30

30

30
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<222>
<223>

<400>
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(28)..(28)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

76

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgcaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

77

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

base modificada
(29)..(29)
N4-metil-desoxicitosina

77

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtgaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

78

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

base modificada
(30)..(30)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

78

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgggaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

79

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

base modificada
(27)..(27)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

79

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtcaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

80

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

36

30

30

30

30
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
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base modificada
(29)..(29)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

80

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgggaaa 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

81

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(27)..(27)
N4-metil-desoxicitosina

81

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtcaaa 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

82

30

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base_modificada
(27)..(27)
N4-metil-desoxicitosina

base modificada
(30)..(30)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

82

ataaaaattc tttgtgcaac ctacgtcaaa 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

83

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

83

caatttctac acgagatcct ctctetg 27

<210>
<211>
<212>
<213>

84

27

ADN

Secuencia artificial

37
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<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

84

caatttctac acgagatcct ctcectcta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

85

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

85

caatttctac acgagatcct ctctcaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

86

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

86

caatttctac acgagatcct ctctcca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

87

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

87

caatttctac acgagatcct ctctcega

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

88

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

88

caatttctac acgagatcct ctctgta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

89

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

89

38
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27

27

27
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ES 2691 306 T3

caatttctac acgagatcct ctcttta

<210> 90

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 90
caatttctac acgagatcct ctctata

<210> 91

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 91
caatttctac acgagatcct ctcacta

<210> 92

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 92
caatttctac acgagatcct ctcceccta

<210> 93

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 93
caatttctac acgagatcct ctcgcecta

<210> 94

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 94
cagtttctac acgagatcct ctctcta

<210> 95

<211> 31
<212> ADN

39
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<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(31)..(31)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

95

gaagcaattt ctacacgaga tcctctctet a 31

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

96

31

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(29)..(29)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

96

gaagcaattt ctacacgaga tcctctctcect a 31

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

97

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(25)..(25)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

97

cagtttctac acgagatcct ctcectcecta 27

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

98

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

98

gagatcctct ctctgaaatc actga 25

<210>
<211>
<212>
<213>

99

25

ADN

Secuencia artificial

40
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<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

99

gagatcctect ctctgaaatce actge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

100

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

100

gagatcctct ctctgaaatc actcce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

101

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

101

gagatcctcet ctctgaaatce actte

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

102

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

102

gagatcctct ctctgaaatc actac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

103

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

103

gagatcctct ctctgaaatc acage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

104

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

104

41
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ES 2691 306 T3

gagatcctet ctctgaaatc accge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

105

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

105

gagatcctet ctctgaaate acgge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

106

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

106

gagatcctct ctctgaaatce agtge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

107

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

107

gagatcctcect ctctgaaatc attge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

108

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

108

gagatcctcet ctctgaaatc aatgce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

109

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

109

gggatcctcet ctctgaaatce actge

<210>
<211>
<212>
<213>

110

25

ADN

Secuencia artificial

42

25

25

25

25

25

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2691 306 T3

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<220>

<221> base_modificada

<222> (22)..(22)

<223> N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

<400> 110

gggatcctet ctetgaaatce actge 25
<210> 111

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidon de secuencia artificial: cebador sintético”
<220>

<221> base_modificada

<222> (25)..(25)

<223> N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

<400> 111

gggatcctet ctctgaaatce actge 25
<210> 112

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”
<220>

<221> base_modificada

<222> (25)..(25)

<223> N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

<400> 112

gagatcctct ctctgaaatc getge 25
<210> 113

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<220>

<221> base_modificada

<222> (25)..(25)

<223> N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

<400> 113

gagatcctct ctctgaaatc attge 25
<210> 114

<211> 25
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<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(24)..(24)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

114

gagatcctct ctctgaaatc actcce 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

115

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(21)..(21)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

base modificada
(24)..(24)
Gclamp

115

gagatcctct ctctgaaatc actcce 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

116

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(23)..(23)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

116

gagatcctet ctctgaaatc accge 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>

117

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(24)..(24)

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<223>

<400>

ES 2691 306 T3

N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

117

gagatcctct ctctgaaatc actac 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

118

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(23)..(23)
N4-etil-desoxicitosina

118

gagatcctet ctctgaaatc geege 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

119

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(25)..(25)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

119

gagatcctcet ctctgaaatc accge 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

120

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(25)..(25)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

120

gagatcctct ctctgaaatc acggce 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

121

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

45
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

base modificada
(22)..(22)
N4-etil-desoxicitosina

base_modificada
(24)..(24)
N4-etil-desoxicitosina

121

gagatcctct ctctgaaatc actcecce 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

122

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(22)..(22)
N4-etil-desoxicitosina

122

gagatcctet ctctgaaatc acgge 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

123

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(22)..(22)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

123

gagatcctct ctctgaaatc accge 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

124

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(23)..(23)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

124

gagatcctct ctctgaaatc acagce 25

<210>

125

46
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<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223>

<400> 125

gagatcctet ctctgaaatc actga
<210> 126

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223>

<400> 126

gagatcctct ctcetgaaatce actgg
<210> 127

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223>

<400> 127

gagatcctct ctctgaaatc actceg
<210> 128

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223>

<400> 128

gagatcctct ctctgaaatc actag
<210> 129

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223>

<400> 129

gagatcctct ctcectgaaatc acttg
<210> 130

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2691 306 T3

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

47
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ES 2691 306 T3

<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 130
gagatcctct ctctgaaatc acagg

<210> 131

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 131
gagatcctcet ctctgaaatc accgg

<210> 132

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 132
gagatcctcet ctetgaaatce acggg

<210> 133

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidon de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 133
gagatcctcect ctctgaaatc agtgg

<210> 134

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 134
gagatcctcet ctctgaaatc aatgg

<210> 135

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 135
gagatcctct ctctgaaatc attgg

48
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

136

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

136

gggatcctet ctetgaaatce actgg 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

137

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(22)..(22)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

137

gggatcctct ctctgaaatc actgg 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

138

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(24)..(24)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

138

gagatcctct ctctgaaatc actceg 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

139

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(21)..(21)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

base modificada
(24)..(24)
N4-etil-desoxicitosina

49
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<400>

ES 2691 306 T3

139

gagatcctct ctctgaaatc actceg 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

140

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(21)..(21)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

140

gagatcctct ctctgaaatc acttg 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

141

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(24)..(24)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

141

gagatcctcect ctctgaaatc actag 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

142

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(24)..(24)
N4-etil-desoxicitosina

142

gagatcctct ctctgaaatc actcg 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>

143

25

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(22)..(22)

50
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<223> NB6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

<400> 143
gagatcctet ctctgaaatc aatgg

<210> 144

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<220>

<221> base_modificada
<222> (21)..(21)

<223> Inosina

<220>

<221> base_modificada

<222> (28)..(28)

<223> N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

<400> 144
ctatacgaga tcctctctet naaatcactg g

<210> 145

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 145

agatcctcte tctgaaatca ctag

<210> 146

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidon de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 146
agatcctcte tctgaaatca cggg

<210> 147

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 147
acgagatcct ctctctgaaa tcactg

<210> 148
<211> 26

51

25

31

24

24

26
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<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

acgagatcct ctctctgaaa tcacta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

acgagatcct ctctctgaaa tcacaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

acgagatcct ctctctgaaa tcacca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

acgagatcct ctctcectgaaa tcacga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

acgagatcct ctctctgaaa tcagta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

ADN
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

148

149

26

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

149

150

26

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

150

151

26

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

151

152

26

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

152

153

26

ADN

Secuencia artificial

fuente

ES 2691 306 T3

52

26

26

26

26

26
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<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 153
acgagatcct ctctctgaaa tcaata

<210> 154

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 154
acgagatcct ctctctgaaa tcatta

<210> 155

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidon de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 155
acgagatcct ctctctgaaa tcccta

<210> 156

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 156

acgagatcct ctctctgaaa tcgcecta

<210> 157

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 157
acgagatcct ctctctgaaa tctcta

<210> 158

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 158
aggagatcct ctctctgaaa tcacta

<210> 159

53

26

26

26

26

26

26
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

26
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(26)..(26)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

159

aggagatcct ctctctgaaa tcacta 26

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

160

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(24)..(24)
N4-etil-desoxicitosina

160

aggagatcct ctctctgaaa tcacta 26

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

161

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(23)..(23)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

161

aggagatcct ctctctgaaa tcacta 26

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

162

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(24)..(24)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

162

54
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acgagatcct ctctctgaaa tcaata 26

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

163

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(25)..(25)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

163

acgagatcct ctctctgaaa tcacaa 26

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

164

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(22)..(22)
N4-metil-desoxicitosina

base modificada
(24)..(24)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

164

acgagatcct ctctctgaaa tcaata 26

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

acgagatcct ctctctgaaa tcacca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

165

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(25)..(25)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

165
26

166
26

ADN
Secuencia artificial

fuente

55
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(23)..(23)
N4-terc-butil-bencil-desoxicitosina

166

acgagatcct ctctctgaaa tceccta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

167

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

167

agatcctcte tctgaaatca ctgage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

168

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

168

agatcctctce tctgaaatca ctgaga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

169

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

169

agatcctcte tctgaaatca ctgaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

170

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

170

agatcctcte tctgaaatca ctgaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

171

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

56

26

26

26

26

26
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<400> 171
agatcctetc tctgaaatca ctgata

<210> 172

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 172
agatcctcte tctgaaatca ctgcega

<210> 173

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 173
agatcctcte tctgaaatca ctgtga

<210> 174

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 174
agatcctctce tctgaaatca ctggga

<210> 175

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 175
agatcctcte tctgaaatca ctcaga

<210> 176

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 176
agatcctcte tctgaaatca ctaaga

<210> 177

57

26

26

26

26

26

26
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

26
ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

177

agatcctctc tctgaaatca cttaga 26

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

178

26

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

178

aggtcctcte tctgaaatca ctgaga 26

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

179

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(27)..(27)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

179

gaggtcctet ctctgaaatc actgaga 27

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

180

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(25)..(25)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

180

gaggtcctcet ctctgaaatc actgaga 27

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

181

27

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

58
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<400> 181
gagatcctet ctctgaaatc actgaaa

<210> 182

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 182
gagatcctet ctctgaaatce actggga

<210> 183

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 183
gagatcctct ctectgaaatec actaaga

<210> 184

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”
<400> 184

atcctctecte tgaaatcact gagce

<210> 185

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 185
atcctctcete tgaaatcact gagg

<210> 186

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

<400> 186
atcctctcte tgaaatcact gaag

<210> 187
<211> 24

59

27

27

27
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24
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<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

187

atcctctcte tgaaatcact gacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

188

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

188

atcctctcete tgaaatcact gatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

189

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

189

atcctctcete tgaaatcact gegg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

190

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

190

atcctctecte tgaaatcact gggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

191

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

191

atcctctcecte tgaaatcact gtgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

192

24

ADN

Secuencia artificial

fuente

60
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24
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24
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<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 192
atcctctete tgaaatcact aagg

<210> 193

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 193
atcctctcte tgaaatcact cagg

<210> 194

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidon de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 194
atcctctcte tgaaatcact tagg

<210> 195

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 195
tcctectetet gaaatcactg agcea

<210> 196

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 196
tcctctetet gaaatcactg agca

<210> 197

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 197
tcctctetet gaaatcactg aget

61

24

24

24

24

24
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

tcctcectetet gaaatcactg agat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

tcctetectet gaaatcactg aggt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

tcctectectet gaaatcactg agtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

tcctetetet gaaatcactg aact

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

tcctetetet gaaatcactg acct

<210>
<211>
<212>
<213>

198

24

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

198

199

24

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

199

200

24

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

200

201

24

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

201

202

24

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

202

203

24

ADN

Secuencia artificial

ES 2691 306 T3

62
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24
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<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

203

tcctctetet gaaatcactg atct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

204

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

204

tcctetetet gaaatcactg cget

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

205

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

205

tcctcetetet gaaatcactg gget

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

206

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

206

tcctctetet gaaatcactg tget

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

207

29

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

207

catgaaacaa atgaatgatg cacatcatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

208

29

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

208

63
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24

24

24
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catgaaacaa atgaatgatg cacatcatc

<210> 209

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 209
catgaaacaa atgaatgatg cacatcaac

<210> 210

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 210
catgaaacaa atgaatgatg cacatcacc

<210> 211

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 211
catgaaacaa atgaatgatg cacatcagc

<210> 212

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 212
catgaaacaa atgaatgatg cacatcctc

<210> 213

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 213
catgaaacaa atgaatgatg cacatcgtc

<210> 214
<211> 29
<212> ADN

64
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29
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<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

214

catgaaacaa atgaatgatg cacatcttc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

215

29

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético’

4

215

catgaaacaa atgaatgatg cacataatc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

216

29

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

216

catgaaacaa atgaatgatg cacatgatc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

217

29

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

217

catgaaacaa atgaatgatg cacattatc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

218

23

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

218

agccaccatg atgtgcatca ttc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

219

23

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

65
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<400> 219
agccaccatg atgtgcatca tta

<210> 220

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 220
agccaccatg atgtgcatca taa

<210> 221

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 221
agccaccatg atgtgcatca tga

<210> 222

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 222
agccaccatg atgtgcatca ata

<210> 223

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 223
agccaccatg atgtgcatca cta

<210> 224

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 224
agccaccatg atgtgcatca gta

<210> 225

<211> 23
<212> ADN

66
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 225
agccaccatg atgtgcatcc tta

<210> 226

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 226
agccaccatg atgtgcatcg tta

<210> 227

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 227
agccaccatg atgtgcatct tta

<210> 228

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 228
aggcaccatg atgtgcatca tta

<210> 229

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<220>

<221> base_modificada

<222> (23)..(23)

<223> NB6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

<400> 229
aggcaccatg atgtgcatca tta

<210> 230
<211> 23
<212> ADN

67

23

23

23

23

23
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<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2691 306 T3

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

base modificada
(20) .. (20)
N6-terc-butil-bencil-desoxiadenina

230

aggcaccatg atgtgcatca tta

68

23
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REIVINDICACIONES

Un oligonucleétido para detectar una mutacion H1047Y en el gen PIK3CA que es al menos un 90 %
idéntico a y que tiene el nucledtido terminal 3’° de la SEQ ID NO: 39, que comprende 3 o menos
emparejamientos erréneos, excluyendo el nucleétido terminal 3, en el que al menos un emparejamiento
erréneo o al menos un nucleétido modificado esta entre los penultimos 5 nucleétidos en el extremo 3.

Un procedimiento de ensayo de una muestra para determinar la presencia de la mutacion H1047Y en el
gen PIK3CA humano, que comprende poner en contacto la muestra con un oligonucleétido con nucleétido
especifico de alelo que comparte al menos un 90 % de identidad con y que tiene el mismo nucleétido
terminal 3’ que un oligonucle6tido que comprende la SEQ ID NO: 39, que comprende 3 o menos
emparejamientos erréneos, excluyendo el nucleétido terminal 3, en el que al menos un emparejamiento
erréneo o al menos un nucleétido modificado esta entre los penultimos 5 nucleétidos en el extremo 3.

El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el oligonucleétido es la SEQ ID NO: 46.

El procedimiento de la reivindicacion 2 o 3, que comprende ademas al menos un oligonucleétido especifico
de alelo para cada mutacién distinta de H1047Y que comparte al menos un 90 % de identidad con y que
tiene el mismo nucledtido terminal 3’' que un oligonucleétido seleccionado de un grupo que consiste en las
SEQID NO: 2, 18, 61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197, 208 y 219.

El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que el oligonucleétido se selecciona de las SEQ ID NO: 8, 21,
78,93, 113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228.

Un conjunto de oligonucleodtidos para detectar la mutacion H1047Y y una o més de las mutaciones H1047L,
H1047R, N345K, E542K, E545A, E545G, E545K, G1049R, M10431, Q546E, Q546L y Q546K en el gen
PIK3CA, que comprende una combinacién de dos o mas oligonucleétidos, en el que un oligonucleétido es
idéntico a un oligonucledtido de la reivindicacion 1 y al menos un oligonucleétido especifico de alelo para
cada mutacion distinta de H1047Y que comparte al menos un 90 % de identidad con y tiene el mismo
nucleétido terminal 3' que un oligonucleétido seleccionado de un grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2,
18, 61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197, 208 y 219.

El conjunto de la reivindicacion 6, en el que el oligonucleétido es la SEQ ID NO: 46 y/o el oligonucleétido
especifico de alelo se selecciona de un grupo que consiste en las SEQ ID NO: 8, 21, 78, 93, 113, 141, 166,
170, 194, 199, 217 y 228.

El conjunto de la reivindicacion 6, que comprende las SEQ ID NO: 8, 21, 46, 78, 93, 113, 141, 166, 170,
194,199, 217 y 228.

Una mezcla de reaccion para detectar la mutacion H1047Y y una o mas mutaciones H1047L, H1047R,
N345K, E542K, E545A, E545G, E454K, G1049R, M1043I, Q546E, Q546L y Q546K en el gen PIK3CA, que
comprende un oligonuclettido idéntico a un oligonucleétido de la reivindicacién 1 y al menos un
oligonucleétido especifico de alelo para cada mutacién distinta de H1047Y que comparte al menos un 90 %
de identidad con y que tiene el mismo nucleétido terminal 3’ que un oligonucleétido seleccionado de un
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2, 18, 61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197, 208, 219.

La mezcla de reaccién de la reivindicacion 9, en la que el oligonucleétido es la SEQ ID NO: 46 y/o el
oligonucleotido especifico de alelo se selecciona de un grupo que consiste en las SEQ ID NO: 8, 21, 78, 93,
113, 141,166, 170, 194, 199, 217 y 228.

La mezcla de reaccion de la reivindicacion 9, que comprende las SEQ ID NO: 8, 21, 46, 78, 93, 113, 141,
166, 170, 194, 199, 217 y 228.

Un procedimiento de evaluacion del cancer en un paciente detectando en la muestra del paciente la
mutacion H1047Y y una o mas de las mutaciones H1047L, H1047R, N345K, E542K, E545A, E545G,
E545K, G1049R, M1043I1, Q546E, Q546L y Q546K en el gen PIK3CA, que comprende poner en contacto la
muestra con un oligonucledtido idéntico a un oligonucleétido de la reivindicacion 1 y un oligonucle6tido con
nucleétido especifico de alelo para cada mutacién distinta de H1047Y que comparte al menos un 90 % de
identidad con y que tiene el mismo nucledtido terminal 3’ que un oligonucleétido seleccionado de un grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 2, 18, 61, 84, 100, 127, 148, 170, 185, 197, 208, 219.

El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que el oligonucledtido es la SEQ ID NO: 46 y/o el

oligonucleotido especifico de alelo se selecciona de un grupo que consiste en las SEQ ID NO: 8, 21, 78, 93,
113, 141, 166, 170, 194, 199, 217 y 228.
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