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DESCRIPCION
Prueba de Papanicolaou para canceres de ovario y de endometrio

La presente invencion se realizé con fondos del Instituto Nacional del Cancer y de los Institutos Nacionales de la
Salud. El gobierno de los Estados Unidos conserva ciertos derechos segun los términos del contrato del NCI,
NO01-CN-43309 y las subvenciones de los NIH, CA129825 y CA43460.

SECTOR TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al area del cribado del cancer. En particular, se refiere a los canceres de ovario y de
endometrio.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Desde la introduccion de la prueba de Papanicolaou, la incidencia y la mortalidad del cancer de cuello uterino en
poblaciones cribadas se ha reducido en mas de un 75% (1, 2). En contraste, las muertes por canceres de ovario y
de endometrio no han disminuido sustancialmente durante ese mismo periodo de tiempo. Como resultado, mas de
69.000 mujeres en los Estados Unidos seran diagnosticadas con cancer de ovario y de endometrio en 2012. Aunque
el cancer de endometrio es mas comun que el cancer de ovario, este Ultimo es mas mortal. En los Estados Unidos
se espera gque aproximadamente 15.000 y 8.000 mujeres mueran cada afio de cancer de ovario y de endometrio,
respectivamente (tabla 1). En todo el mundo, se esperan mas de 200.000 muertes por estos tumores solo este afio
(3, 4).

En un esfuerzo por replicar el éxito del cribado del cancer de cuello uterino, se han ideado varios enfoques para la
deteccién temprana de los canceres de endometrio y de ovario. Para los canceres de endometrio, los esfuerzos se
han centrado en la citologia y la ecografia transvaginal (TVS). La citologia puede indicar, de hecho, una neoplasia
dentro del Gtero en algunos casos, aunque con baja especificidad (5). La TVS es una técnica no invasiva para medir
el grosor del endometrio basada en el hecho de que los endometrios que albergan un cancer son mas gruesos que
los endometrios normales (6). Al igual que con la citologia, la medicién de cribado del grosor endometrial utilizando
TVS carece de especificidad suficiente porque las lesiones benignas, tales como los pdlipos, también pueden
producir un endometrio engrosado. Por consiguiente, ni la citologia ni la TVS cumplen los requisitos para una prueba
de cribado (5, 7).

Se han hecho esfuerzos alin mayores para desarrollar una prueba de cribado del cancer de ovario, utilizando niveles
séricos de CA-125 y TVS. CA-125 es una glucoproteina transmembrana de alto peso molecular expresada por
epitelios derivados de celdomicos y miillerianos que es elevada en un subconjunto de pacientes con cancer de ovario
con enfermedad en estadio temprano (8). La especificidad de CA-125 esta limitada por el hecho de que también es
elevada en una variedad de afecciones benignas, tales como la enfermedad inflamatoria pélvica, la endometriosis y
los quistes de ovario (9). La TVS puede visualizar el ovario pero solo puede detectar tumores grandes y no puede
distinguir definitivamente tumores benignos de tumores malignos. Se han realizado varios ensayos clinicos de
cribado utilizando CA-125 sérica y TVS, pero ninguno ha demostrado un beneficio de supervivencia. De hecho,
algunos han mostrado un aumento en la morbilidad en comparacién con los controles debido a que las pruebas
falsas positivas desencadenan una evaluacion adicional mediante laparoscopia o laparotomia exploratoria (10-12).

Por consiguiente, la U.S. Preventative Services Task Force, la American Cancer Society, el American Congress of
Obstetricians and Gynecologists, asi como la National Comprehensive Cancer Network, no recomiendan el cribado
de rutina para los canceres de endometrio u ovario en la poblacién general. De hecho, estas organizaciones
advierten que "los dafios potenciales son mayores que los beneficios potenciales" (13-16). Se ha hecho una
excepcion a esta recomendacion para pacientes con una predisposicion hereditaria al cancer de ovario, tales como
aquellas con mutaciones de linea germinal en un gen BRCA o aquellas con sindrome de Lynch. Se recomienda que
las portadoras de la mutacion BRCA se sometan a un cribado cada 6 meses con TVS y CA-125 sérica, a partir de
una edad relativamente temprana. Las pautas de cribado para las mujeres con sindrome de Lynch incluyen el
muestreo endometrial anual y las TVS entre los 30 y los 35 afios (15, 17).

La mortalidad asociada con neoplasias ginecolégicas no detectadas ha hecho que el desarrollo de una herramienta
de cribado efectiva sea una alta prioridad. Una observacion importante que inspir6 el estudio actual es que las
mujeres asintomaticas ocasionalmente presentan células glandulares atipicas (AGC) detectadas en una muestra de
citologia como parte de su procedimiento rutinario de cribado del cancer de cuello uterino. Aunque las AGC se
asocian con enfermedad premaligna o maligna en algunos casos (18-22), a menudo es dificil distinguir las AGC que
surgen de cancer endocervicouterino, de endometrio o de ovario entre si o de afecciones mas benignas. Existe una
necesidad continua en la técnica de detectar estos canceres en un estadio mas temprano de lo que se hace
actualmente.

El documento US 2005/0136405 da a conocer procedimientos para evaluar marcadores bioldgicos en los frotis de
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Papanicolaou. No se da a conocer el aumento de la sensibilidad de la prueba utilizando una técnica de reduccion de
errores.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

La presente invencion da a conocer un procedimiento para poner a prueba una muestra liquida de frotis de
Papanicolaou para un cambio genético o epigenético en uno o mas acidos nucleicos mutados en una neoplasia o un
cancer de endometrio, trompas de Falopio u ovario, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas. La deteccion
del cambio indica la presencia de dicho cancer en la paciente.

Estas y otras realizaciones que seran evidentes para los expertos en la materia al leer la memoria descriptiva
proporcionan a la técnica procedimientos para evaluar los canceres de ovario y de endometrio en un entorno de
cribado utilizando muestras que ya se recogen de forma rutinaria.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Demostracion esquematica de las etapas principales del procedimiento descrito en este estudio. Las
células tumorales que se desprenden de los canceres de ovario o endometrio son transportadas hacia el canal
endocervicouterino. Estas células se pueden capturar con el cepillo que se utliza para realizar un frotis de
Papanicolaou de rutina. El contenido del cepillo se transfiere a un fijador liquido, a partir del cual se aisla el ADN.
Utilizando secuenciacion de nueva generacion, se consulta este ADN para detectar mutaciones que indiquen la
presencia de una neoplasia en el aparato reproductor femenino.

Figura 2. Diagrama del ensayo utilizado para detectar simultaneamente mutaciones en 12 genes diferentes. Se
representa una modificacién del protocolo Safe-SeqS (Safe-Sequencing System), para la interrogacién simultanea
de mdltiples mutaciones en una sola muestra. En el procedimiento Safe-SeqS estandar, solo se evalta un amplicén,
mientras que el nuevo sistema se utiliza para evaluar multiples amplicones de miltiples genes de una vez.

Figura 3. Fracciones de alelos mutantes en fluidos de frotis de Papanicolaou. Se representa la fraccion de alelos
mutantes de cada uno de los 46 frotis de Papanicolaou. El estadio de cada tumor se enumera en el eje Y. El eje X
demuestra el % de fraccion de alelo mutante segln lo determinado por Safe-SegS.

Figura 4. Mapa de calor que muestra los resultados de las pruebas multiplex de 12 genes en fluidos de frotis de
Papanicolaou. Cada bloque en el eje y representa un bloque de secuencia de 30 pb del gen indicado. Las 28
muestras evaluadas (14 de mujeres con cancer, 14 de mujeres normales sin cancer) estan indicadas en el eje x. Las
mutaciones se indican como bloques de colores, con el blanco indicando que no hay mutacién, el amarillo indicando
una fraccion mutante del 0,1% al 1%, el naranja indicando una fraccion mutante del 1% al 10% y el rojo indicando
una fraccién mutante de >10%.

Figura 5. Tabla 1. Epidemiologia de los tumores de ovario y endometrio. Se enumeran los niumeros estimados de
nuevos casos y muertes en los Estados Unidos de los subtipos principales de canceres de ovario y de endometrio.

Figura 6. Tabla 2. Caracteristicas genéticas de los canceres de ovario y de endometrio. Se enumeran las
frecuencias de los genes cominmente mutados en los canceres de ovario y de endometrio.

Figura 7. Tabla S1. Canceres de endometrio (subtipo endometrioide) estudiados mediante secuenciacion de todo el
exoma. Se enumeran las caracteristicas resumidas de los 22 canceres utilizados para la secuenciacién del exoma.

Figura 8. Tabla S3. Mutaciones evaluadas en frotis de Papanicolaou. Se enumeran las caracteristicas clinicas de
las 46 muestras tumorales, junto con la mutacion identificada en cada caso y la fraccién de alelos mutantes
identificados en los frotis de Papanicolaou.

Figura 9. Tabla S4. Cebadores utilizados para evaluar mutaciones individuales en frotis de Papanicolaou. Las
secuencias de los cebadores directo e inverso utilizados para poner a prueba cada mutacién mediante Safe-SeqS se
enumeran en pares (SEQ ID NO: 4-99, respectivamente).

Figura 10. Tabla S5. Cebadores utilizados para evaluar simultaneamente 12 genes en frotis de Papanicolaou. Las
secuencias de los cebadores directo e inverso para cada region puesta a prueba se enumeran en pares (SEQ ID
NO: 100-191, respectivamente).

Figura 11. Tabla S6. Mutaciones identificadas en frotis de Papanicolaou a través de la evaluacién simultanea de 12
genes. Se enumera la fraccion de alelos mutantes identificados en los frotis de Papanicolaou que utilizan este
enfoque, junto con las mutaciones precisas identificadas.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los presentes inventores han desarrollado una prueba para detectar diferentes canceres utilizando muestras que ya
se recogen de manera rutinaria para diagnosticar el cancer de Utero y la infeccion por VPH (virus del papiloma
humano). Utilizando un panel de genes, se consiguié un alto nivel de deteccion de canceres tanto de endometrio
como de ovario.

Ciertos genes se han identificado como mutados en una alta proporciéon de canceres de endometrio y de ovario.
Estos incluyen CTNNB1, EGFR, PI3KCA, PTEN, TP53, BRAF, KRAS, AKT1, NRAS, PPP2R1A, APC, FBXW?7,
ARID1A, CDKN2A, MLL2, RFF43 y FGFR2. La prueba se puede realizar, como minimo en 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16 6 17 de estos genes. Ademas, se pueden afiadir o sustituir otros genes en el panel para conseguir
una mayor tasa de deteccion.

Se pueden realizar pruebas para detectar una mutacion mediante el andlisis de acidos nucleicos, tales como ADN o
ARNmM o ADNc. Los analitos de &cido nucleico se aislan a partir de células o fragmentos de células que se
encuentran en la muestra liquida de frotis de Papanicolaou. Las pruebas adecuadas pueden incluir cualquier ensayo
basado en hibridacién o secuenciacion. El analisis también se puede realizar en proteinas codificadas por los genes
en el panel. Se puede utilizar cualquier prueba adecuada, incluyendo, aunque sin limitarse a las mismas, la
espectrometria de masas. Otros ensayos adecuados pueden incluir ensayos inmunoldgicos, tales como
inmunotransferencia, inmunocitoquimica, inmunoprecipitacion, ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA), ensayos inmunoradiométricos (IRMA) y ensayos inmunoenzimaticos (IEMA), incluidos los
ensayos en sandwich que utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales.

Los cambios genéticos que pueden detectarse son normalmente mutaciones tales como deleciones, inserciones,
duplicados, sustituciones (mutaciones de sentido alterado o sin sentido), reordenamientos, etc. Dichas mutaciones
pueden detectarse, entre otras cosas, comparando un tipo silvestre en otro tejido o fluido (no tumoral) de un
individuo o mediante la comparacién con secuencias de referencia, por ejemplo, en bases de datos. Las mutaciones
gue se encuentran en todos los tejidos de un individuo son mutaciones de la linea germinal, mientras que las que se
producen solamente en un solo tejido son mutaciones somaticas. También se pueden detectar cambios
epigenéticos. Estos pueden ser pérdida o ganancia de metilacién en ubicaciones especificas en genes especificos,
asi como modificaciones de histonas, que incluyen acetilacion, ubiquitilacion, fosforilacion y sumoilacion.

Las pruebas se pueden realizar en un formato mdltiplex, en el que se utiliza un solo recipiente de reaccion para
detectar multiples analitos. Los ejemplos de dichas pruebas incluyen amplificaciones que utilizan conjuntos de
cebadores multiples, amplificaciones que utilizan cebadores universales, hibridacion o amplificacién basada en
matrices, amplificaciéon basada en emulsion.

Aungue las sondas y los cebadores pueden disefarse para interrogar mutaciones particulares o partes particulares
de un gen, ARNm o ADNCc, estas pueden no ser entidades separadas. Por ejemplo, las sondas y los cebadores
pueden enlazarse entre si para formar un concatamero, o se pueden enlazar a uno o mas soportes solidos, tal como
una perla o una matriz.

Los kits para utilizaciéon en los procedimientos dados a conocer pueden incluir un portador para los diversos
componentes. El portador puede ser un recipiente o soporte, en forma de, por ejemplo, bolsa, caja, tubo, gradilla, y
esta opcionalmente compartimentado. El kit también incluye varios componentes Utiles para detectar mutaciones,
utilizando las técnicas de deteccion mencionadas anteriormente. Por ejemplo, el kit de deteccion puede incluir uno o
mas oligonucledtidos Utiles como cebadores para amplificar todos o una parte de los acidos nucleicos diana. El kit de
deteccion también puede incluir una o mas sondas de oligonucleétidos para la hibridacién con los acidos nucleicos
diana. Opcionalmente, los oligonucleétidos se fijan a un soporte sélido, por ejemplo, se incorporan en una
micromatriz incluida en el kit o suministrada por separado.

Los soportes sélidos pueden contener un solo cebador o sonda o anticuerpo para detectar un solo gen, proteina,
ARNm o parte de un gen. Un soporte sélido puede contener miltiples cebadores, sondas o anticuerpos. Pueden
proporcionarse como un grupo que interrogara mutaciones, como minimo en 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16 6 17 de los genes del panel deseado. El panel puede seleccionarse entre CTNNB1, EGFR, PI3KCA, PTEN,
TP53, BRAF, KRAS, AKT1, NRAS, PPP2R1A, APC, FBXW7, ARID1A, CDKN2A, MLL2, RFF43 y FGFR2 o
comprender los mismos.

Se pueden utilizar pares de cebadores para sintetizar amplicones de diversos tamafios. Los amplicones pueden ser,
por ejemplo, de 50, 60, 75, 100, 125, 150, 200, 140, 180 pb de longitud. Los amplicones pueden llegar hasta 200,
250, 300, 400, 500, 750, 1000 pb de longitud, como ejemplos. El tamafio del amplicon puede estar limitado por el
tamafio y/o la calidad del modelo recuperado a partir del frotis de Papanicolaou liquido. Las sondas y los cebadores
para la utilizacion en la presente invencién pueden contener una secuencia de tipo silvestre o pueden contener una
secuencia de un mutante particular.
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En una realizacién, la prueba se puede realizar utilizando muestras que se recogen a lo largo del tiempo. Los
resultados de la prueba se pueden comparar para cambios cuantitativos o cualitativos. Dicho analisis se puede
utilizar después de una terapia potencialmente curativa, tal como cirugia.

Georgios Papanicolaou publicoé su trabajo seminal, titulado ("Diagnosis of Uterine Cancer by the Vaginal Smear")
“Diagnéstico del cancer de Utero mediante frotis vaginal”, en 1943 (31). En ese momento, sugirid que el muestreo
endocervicouterino podria, en teoria, utilizarse para detectar no solo los canceres de cuello uterino, sino también
otros canceres que surgen en el aparato reproductor femenino, incluidos los carcinomas endometriales. La
investigacion notificada en este contexto nos acerca mucho mas a ese objetivo. En honor a la contribucion pionera
de Papanicolaou al campo de la detecciéon temprana del cancer, se ha denominado el enfoque descrito en este
contexto la prueba "PapGene".

Uno de los desarrollos mas importantes en los Ultimos afios es el reconocimiento de que todos los canceres
humanos son el resultado de mutaciones en un conjunto limitado de genes y un conjunto ain mas limitado de vias a
través de las cuales estos genes actlian (32). Los datos de secuenciacion de todo el exoma que se presentan,
combinados con estudios anteriores de todo el genoma, proporcionan un ejemplo sorprendente de las
caracteristicas genéticas comunes del cancer (figura 6, tabla 2). A través del analisis de regiones particulares de
solo 12 genes (figura 11, tabla S5), se pudo detectar, como minimo, una mutacién conductora en la gran mayoria de
nueve canceres ginecoldgicos diferentes (figura 5, tabla 1). Aunque varios de estos 12 genes eran supresores de
tumores y, por lo tanto, dificiles de convertir en diana terapéuticamente, el conocimiento de sus patrones
mutacionales brinda oportunidades sin precedentes para el diagndstico del cancer.

El descubrimiento méas importante en este articulo es que cantidades importantes de células o fragmentos de células
de céanceres de endometrio y de ovario estan presentes en el cuello uterino y pueden detectarse a través de
enfoques genéticos moleculares. La deteccién de células malignas de carcinomas de endometrio y de ovario en
muestras de citologia de cuello uterino es relativamente poco frecuente. El examen microscopico no siempre puede
distinguir entre si, de carcinomas de cuello uterino o afecciones mas benignas. El estudio de los presentes
inventores demostré que el 100% de los canceres de endometrio (n = 24), incluso los de baja malignidad, y el 41%
de los canceres de ovario (n = 22), diseminan células al cuello uterino que podrian detectarse a partir de muestras
recogidas como parte de frotis de Papanicolaou de rutina. Este descubrimiento, junto con los avances técnicos que
permiten la deteccion fiable de mutaciones presentes en solo una fraccion muy pequefia de los modelos de ADN,
proporcioné la base para la prueba PapGene.

Este estudio demuestra el valor de las pruebas de ADN endocervicouterino sensibles, pero hay muchos problemas
que deben abordarse antes de conseguir un uso clinico 6ptimo. La prueba, incluso en su formato actual, parece ser
prometedora para el cribado del cancer de endometrio, ya que los datos en la figura 3 muestran que, incluso los
canceres de endometrio en el estadio mas bajo podrian detectarse a través del analisis de ADN en el fluido de frotis
de Papanicolaou a través de Safe-SeqS. Sin embargo, solo el 41% de los canceres de ovario se pudieron detectar
en frotis de Papanicolaou incluso cuando se conocian las mutaciones en sus tumores. En ocho de los nueve frotis
de Papanicolaou de pacientes con cancer de ovario que contenian mutaciones detectables, las fracciones del alelo
mutante fueron >0,1% vy, por lo tanto, se encontraban dentro del intervalo actualmente detectable mediante la prueba
PapGene (figura 9, tabla S3). Mejoras adicionales en la tecnologia podrian aumentar la sensibilidad técnica de la
prueba PapGene y permitirle detectar mas canceres de ovario. Otras estrategias para aumentar esta sensibilidad
incluyen maniobras fisicas, tales como masajear la regién aneja durante el examen pélvico o realizar la prueba
PapGene en momentos especificos durante el ciclo menstrual. El desarrollo de un procedimiento mejorado de
recogida también puede mejorar la sensibilidad. La muestra liquida actual esta disefiada para la deteccion de cancer
de cuello uterino y, como tal, utiliza un cepillo que recoge células del ectocervix y solo penetra minimamente en el
canal endocervicouterino. Una pequefia canula que puede introducirse en la cavidad endometrial similar al
instrumento de biopsia endometrial canula de Pipelle podria, en teoria, obtener una muestra mas enriquecida de
células provenientes del endometrio, la trompa de Falopio y el ovario (33).

La alta sensibilidad y la naturaleza cuantitativa de la prueba PapGene también abren la posibilidad de utilizarla para
supervisar la respuesta a los agentes hormonales (por ejemplo, progestinas) utilizados para tratar a mujeres jovenes
con canceres de endometrio de bajo riesgo. Algunas de estas mujeres optan por conservar la fertilidad,
sometiéndose a terapia médica en lugar de histerectomia (34). La deteccion de canceres de ovario presintomaticos,
incluso si estan avanzados, también podria ser beneficiosa. Aunque no es totalmente analogo, se ha demostrado
que uno de los indicadores de prondstico mas importantes para el cancer de ovario es la cantidad de enfermedad
residual después de la citorreduccion quirdrgica. Inicialmente, la citorreduccién se considerd optima si el tumor
residual era inferior a 2 cm. Posteriormente, el umbral se redujo a 1 cm y los cirujanos ahora intentan extirpar
cualquier tumor visible. Con cada mejora en la citorreduccion quirdrgica, la supervivencia se ha prolongado (35). Es
probable que un pequefio volumen de tumor sea mas sensible a la quimioterapia citotoxica que la enfermedad
grande y voluminosa tipica de un carcinoma seroso sintomatico de alta malignidad.

Un aspecto esencial del enfoque del cribado descrito en este contexto es que debe ser relativamente econémico y
facil de incorporar en la exploracion pélvica. La evaluacién del ADN del VPH ya forma parte de la prueba de frotis de
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Papanicolaou de rutina, porque el andlisis del VPH aumenta la sensibilidad de la prueba (36, 37). El componente de
purificacién de ADN de la prueba PapGene es idéntico al utilizado para el VPH, por lo que este componente es
claramente factible. La preparaciéon de ADN, la amplificacion mdltiplex y el coste minorista del componente de
secuenciacion de la prueba PapGene también se pueden realizar, actualmente, a un coste comparable al de una
prueba de rutina de VPH en los ESTADOS UNIDOS. Cabe indicar que la mayor sensibilidad proporcionada por el
componente Safe-SeqS de la prueba PapGene (véase el ejemplo 6) se puede implementar en cualquier instrumento
de secuenciacion masiva en paralelo, no solo en los fabricados por Illlumina. Con la reduccion en el coste de la
secuenciacion masiva en paralelo que se espera en el futuro, las pruebas PapGene deberian ser aun menos
costosas.

Hay millones de pruebas de frotis de Papanicolaou que se realizan anualmente en los ESTADOS UNIDOS ¢Se
podrian realizar pruebas PapGene en un namero tan grande de muestras? Los presentes inventores creen que si,
porque todo el proceso de purificacién y amplificacién del ADN se puede automatizar, al igual que para las pruebas
de VPH. Aunque ahora puede parecer poco realista que se realicen millones de estas sofisticadas pruebas basadas
en secuencias cada afio, indudablemente habria parecido poco realista realizar pruebas de frotis de Papanicolaou
convencionales y generalizadas cuando Papanicolaou publicé su articulo original (31). Incluso hoy en dia, cuando se
analizan muchas muestras de citologia de cuello uterino utilizando tecnologias automatizadas, un porcentaje
significativo requiere la evaluacion por parte de un experto en la materia. En contraste, el andlisis de la prueba de
PapGene se realiza completamente in silico y la lectura de la prueba es objetiva y cuantitativa.

En resumen, las pruebas PapGene tienen la capacidad de aumentar la utilidad del cribado por citologia convencional
a través de la deteccion inequivoca de carcinomas de endometrio y de ovario. Ademas del analisis de un nimero
mucho mayor de pacientes con y sin diversos tipos de canceres de endometrio, de ovario y de las trompas de
Falopio, la siguiente etapa en esta linea de investigacion es incluir genes alterados en el cancer de cuello uterino,
asi como amplicones del VPH en el ensayo Safe-SeqS multiplexado (figura 11, tabla S5). Estas adiciones
proporcionaran informacion que podria ser valiosa para el tratamiento de pacientes con estadios tempranos de
neoplasia de cuello uterino, ya que la positividad para VPH por si sola no es especifica para la deteccién de cancer
de cuello uterino y sus lesiones precursoras, particularmente en mujeres jovenes y sexualmente activas que
frecuentemente albergan infecciones por VPH en ausencia de neoplasia.

La divulgacion anterior generalmente describe la presente invencion. Se puede obtener una comprension mas
completa por referencia a los siguientes ejemplos especificos que se dan a conocer en el presente documento con
fines de ilustracion solamente, y no pretenden limitar el alcance de la presente invencion.

EJEMPLO 1

Los presentes inventores pensaron que procedimientos moleculares mas sofisticados podrian detectar la presencia
de células cancerosas en muestras endocervicouterinas con sensibilidades y especificidades mas altas que las
posibles con los procedimientos convencionales. En particular, los presentes inventores plantean la hipotesis de que
las mutaciones somaticas caracteristicas de los canceres de endometrio y de ovario se encontrarian en el ADN
purificado a partir de frotis de Papanicolaou de rutina basados en liquidos (en lo sucesivo denominados "frotis de
Papanicolaou"; figura 1). A diferencia de las células citolégicamente atipicas, dichas mutaciones oncégenas de ADN
son marcadores clonales especificos de neoplasia que deberian estar ausentes en las células no neoplasicas. Sin
embargo, los presentes inventores no sabian si ese ADN estaria presente en las muestras endocervicouterinas, y no
sabian si estarian presentes en una cantidad suficiente para detectarlos. Los experimentos descritos en este
contexto se llevaron a cabo para poner a prueba la hipétesis de los presentes inventores.

Este estudio tenia cuatro componentes: I. Determinacion de las mutaciones somaticas normalmente presentes en
los canceres de endometrio y de ovario; Il. Identificacion como minimo de una mutacién en los tumores de 46
pacientes con estos canceres; lll. Determinacion de si las mutaciones identificadas en estos tumores también
podrian detectarse en frotis de Papanicolaou de las mismas pacientes; y IV. Desarrollo de una tecnologia que podria
evaluar directamente las células de frotis de Papanicolaou para detectar mutaciones que comunmente se
encuentran en los canceres de endometrio o de ovario.

EJEMPLO 2
Prevalencia de genes mutados somaticamente en cancer  es de endometrio y de ovario.

Hay cinco subtipos histopatolégicos principales de cancer de ovario. El subtipo mas prevalente es el carcinoma
seroso de alta malignidad (60% del total), seguido por el endometrioide (15%), el de células claras (10%) y el seroso
de baja malignidad (8%) (tabla 1). Los estudios de genoma completo han identificado los genes mas cominmente
mutados entre los subtipos de cancer de ovario mas prevalentes (tabla 2) (23-25).

AUn no se han notificado dichos estudios exhaustivos para los subtipos endometrioide y mucinoso, que representan
colectivamente el 20% de los casos de cancer de ovario (tabla 1). Sin embargo, se han notificado genes
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cominmente mutados en los subtipos endometrioide y mucinoso (26). En conjunto, el gen mas cominmente mutado
en los canceres de ovario epiteliales fue el TP53, que muté en el 69% de estos canceres (tabla 2). Otros genes
altamente mutados incluian ARID1A, BRAF, CTNNB1, KRAS, PIK3CA y PPP2R1A (tabla 2).

Entre los canceres de endometrio, el subtipo endometrioide es, con mucho, el mas comun, representando el 85% del
total (tabla 1). Debido a que los canceres de este subtipo son tan frecuentes y no se han analizado a nivel de todo el
genoma, los presentes inventores los evaluaron mediante secuenciacion de todo el exoma. El ADN purificado de 22
carcinomas endometrioides esporadicos, asi como de tejidos no neoplasicos emparejados, se utilizé para generar 44
bibliotecas adecuadas para la secuenciacion masiva en paralelo. Los aspectos clinicos de las pacientes y las
caracteristicas histopatolégicas de los tumores se enumeran en la tabla S1. Si bien el examen de 22 canceres no
puede proporcionar un panorama genémico completo de un tipo de tumor, es adecuado para fines de diagnostico,
ya que solo requieren la identificacion de los genes mutados mas frecuentemente.

Entre las 44 bibliotecas, la cobertura promedio de cada base en la region seleccionada fue de 149,1 con el 88,4% de
las bases seleccionadas representadas, como minimo, por diez lecturas. Utilizando criterios estrictos para la
identificacion de mutaciones somaticas (tal como se describe en Materiales y procedimientos), los datos de
secuenciacion delimitaron claramente los tumores en dos grupos: diez canceres (denominados Grupo N, para no
altamente mutados) albergaban <100 mutaciones somaticas por tumor (mediana 32, intervalo de 7 a 50), mientras
que 12 canceres (denominados Grupo H, para altamente mutados) albergaron >100 mutaciones somaticas por
tumor (mediana 674, intervalo de 164 a 4,629) (figura 7, tabla S1).

El alto numero de mutaciones en los tumores del Grupo H fue coherente con una deficiencia en la reparacion del
ADN. Ocho de los 12 tumores del Grupo H tenian inestabilidad de microsatélites (MSI-H, tabla S1), lo que respalda
esta conjetura. Ademas, seis de los tumores del Grupo H contenian mutaciones somaticas en los genes de
reparacion de errores de emparejamientos MSH2 o MSH6, mientras que ninguno de los canceres del Grupo N
contenia mutaciones en los genes de reparacion de errores de emparejamientos. Se sabe que la deficiencia de
reparacion de errores de emparejamientos es comin entre los canceres de endometrio y estos tumores se
presentan en el 19-71% de las mujeres con mutaciones heredadas de genes de reparacién de errores de
emparejamientos (es decir, pacientes con cancer colorrectal hereditario no poliposico) (27).

Se identificaron 12.795 mutaciones somaticas en los 22 canceres. Los genes mas cominmente mutados incluyeron
los genes de la ruta PIK3, PTEN y PIK3CA (28), los genes de la ruta APC, APC y CTNNB1, el receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos FGFR2, la proteina adaptadora FBXW?7 y los genes modificadores de la cromatina
ARID1A y MLL2 (tabla 2). Los genes en estas rutas estaban mutados tanto en los tumores del Grupo N como en los
del H. Los resultados de los presentes inventores son coherentes con los estudios previos de cancer de endometrio
endometrioide que habian evaluado pequefios nimeros de genes, aunque no se ha apreciado que las mutaciones
en FBXW?7, MLL2 y APC ocurran con la frecuencia con la que los encontraron los presentes inventores. También fue
interesante que se encontraron pocas mutaciones de TP53 (5%) en estos canceres de endometrio (tabla 2), un
descubrimiento que también es coherente con estudios anteriores.

Los carcinomas papilares serosos del endometrio representan el 10-15% de los canceres de endometrio, y se ha
publicado un reciente estudio de secuenciacion en todo el genoma de este subtipo de tumor (29). Las mutaciones
mas comunes en este subtipo se enumeran en la tabla 2. El subtipo menos comun de los canceres de endometrio
son los carcinomas de células claras, que aparecen en <5%. Los genes que se notificd que estaban mutados en
estos canceres se obtuvieron de la bibliografia (tabla 2).

EJEMPLO 3
Identificacién de mutaciones en tejidos tumorales.

Se adquirieron tumores de 46 pacientes con cancer de las que habia frotis de Papanicolaou disponibles. Estas
incluyeron 24 pacientes con canceres de endometrio y 22 con cancer de ovario; las caracteristicas clinicas e
histopatologicas se enumeran en la tabla S3.

Se identificaron mutaciones somaticas en los 46 tumores mediante la secuenciacion de todo el exoma, tal como se
ha descrito anteriormente o mediante la secuenciacién dirigida de genes frecuentemente mutados en los subtipos
mas comunes de cancer de ovario o de endometrio (tabla 2). El enriquecimiento de estos genes se consiguio
utilizando un ensayo personalizado de captura en fase sélida compuesto por oligonucleétidos ("sondas de captura®)
complementarios a un panel de regiones génicas de interés. Para los oncogenes, solo sus exones comunmente
mutados fueron dianas, mientras que los presentes inventores establecieron como dianas todas las regiones
codificantes de los genes supresores de tumores.

Las bibliotecas de secuenciacién de ADN de lllumina se generaron a partir de tumores y sus tejidos no neoplasicos
emparejados, a continuacion, se capturaron con el ensayo descrito anteriormente. Después de la amplificaciéon por
PCR, se secuenciaron de cuatro a ocho bibliotecas de ADN capturadas por carril en un instrumento GA lIx de
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lllumina. En cada uno de los 46 casos, se identificd, como minimo, una mutacion somatica (tabla S3) que se
confirmé mediante un ensayo independiente, tal como se describe a continuacion.

EJEMPLO 4
Identificaciéon de mutaciones somaticas en frotis de Papanicolaou

En la técnica de frotis de Papanicolaou basado en liquido que se utiliza de forma rutinaria actualmente, el médico
inserta un pequefio cepillo en el canal endocervicouterino durante una exploracion pélvica y hace rotar el cepillo para
que se desprenda y adhiera a las células o fragmentos de células fijadas débilmente. A continuacion, el cepillo se
coloca en un vial de solucién fijadora (por ejemplo, ThinPrep). Parte del liquido del vial se utiliza para preparar un
portaobjetos para el andlisis citoldgico o para la purificacion del ADN de VPH. En el estudio de los presentes
inventores, se utilizé una alicuota del ADN purificado a partir del liquido para evaluar la presencia de ADN de los
canceres de las 46 pacientes descritas anteriormente. Los estudios preliminares mostraron que las células o los
fragmentos celulares fijados en el liquido, sedimentados por centrifugacion a 1.000 g durante cinco minutos,
contenian >95% del ADN total en el vial. Por lo tanto, se purific6 el ADN de los sedimentos celulares cuando la
cantidad de liquido disponible era superior a 3 ml (tal como ocurre con algunos kits de frotis de Papanicolaou basado
en liquido) y, por conveniencia, se purifico el ADN tanto del liquido como de las células cuando habia cantidades
mas pequefias de liquido en el kit. En todos los casos, el ADN purificado tenia un peso molecular relativamente alto
(95% >5 kb). La cantidad promedio de ADN recuperado de los 46 frotis de Papanicolaou fue de 49,3 + 74,4 ng/ml
(tabla S3).

Los presentes inventores previeron que, si estuviera presente en lo mas minimo, la cantidad de ADN derivado de las
células neoplasicas en el liquido del frotis de Papanicolaou seria relativamente pequefia en comparacion con el ADN
derivado de células normales cepilladas del canal endocervicouterino. Esto requeria la utilizacion de una técnica
analitica que pudiera identificar de manera fiable una poblacion rara de alelos mutantes entre un gran exceso de
alelos de tipo silvestre. Se disefi6 una modificacion de uno de los procedimientos de Safe-SeqS (Safe-Sequencing
System) descritos en (30) para este fin (figura 2).

En resumen, se realiz6 un nimero limitado de ciclos de PCR con un conjunto de cebadores especificos de genes.
Uno de los cebadores contenia 14 bases N degeneradas (la misma probabilidad de ser una A, C, G o T) ubicadas 5'
respecto a su secuencia especifica del gen, y ambos cebadores contenian secuencias que permitian la amplificacion
universal en la siguiente etapa. Las 14 N formaron identificadores Unicos (UID) para cada molécula modelo original.
Los productos de PCR posteriores generados con cebadores universales se purificaron y se secuenciaron en un
instrumento MiSeq de Illumina. Si existia previamente una mutacién en una molécula modelo, esa mutacién deberia
estar presente en cada molécula hija que contuviera ese UID, y dichas mutaciones se llaman "supermutantes” (30).
Las mutaciones que no se producen en los modelos originales, tales como las que se producen durante las etapas
de amplificacion o a través de errores en la lectura automatica de nucleétidos, no deben dar lugar a supermutantes.
El enfoque de Safe-SeqS utilizado en el presente documento es capaz de detectar 1 modelo mutante entre 5.000 y
1.000.000 modelos de tipo silvestre, dependiendo del amplicon y la posiciéon dentro del amplicon que se consulta
(30).

Los presentes inventores disefiaron cebadores de Safe-SeqS (tabla S4) para detectar, como minimo, una mutacion
de cada una de las 46 pacientes descritas en la tabla S3. En los 24 frotis de Papanicolaou de pacientes con
canceres de endometrio, la mutacion presente en el tumor se identific6 en todos los casos (100%). La fraccién
mediana de alelos mutantes fue del 2,7%, y oscil6 entre el 0,01% y el 78% (figura 3 y tabla S3). Las amplificaciones
de ADN de tejidos no neoplasicos se utilizaron como controles negativos en estos experimentos para definir los
limites de deteccién de cada mutacién consultada. En todos los casos, la fraccion de alelos mutantes fue
significativamente diferente de los niveles de mutaciéon de fondo determinados a partir de los controles negativos
(P<0,001, prueba binomial). No hubo una correlacion obvia entre la fracciéon de alelos mutantes y el subtipo
histopatoldgico o el estadio del cancer (figura 3 y tabla S3).

En dos casos de cancer de endometrio, se evaluaron dos mutaciones descubiertas en el ADN tumoral en los frotis
de Papanicolaou (tabla S3). En ambos casos, las mutaciones se identificaron en ADN del frotis de Papanicolaou
(tabla S3). Ademas, las relaciones entre las fracciones de alelos mutantes de las dos mutaciones en los frotis de
Papanicolaou se correlacionaron con las de las muestras de tumores correspondientes. Por ejemplo, en el frotis de
Papanicolaou del caso PAP 083, las fracciones del alelo mutante para las mutaciones CTNNB1 y PIK3CA fueron el
0,143% y el 0,064%, respectivamente, una relacion de 2,2 (= del 0,14% al 0,064%). En el tumor primario de PAP
083, la relacion correspondiente fue de 2,0 (del 79,5% al 39,5%).

Un analisis similar del ADN del frotis de Papanicolaou de pacientes con cancer de ovario revel6 mutaciones
detectables en nueve de las 22 pacientes (41%). La fraccion de alelos mutantes fue menor que en los canceres de
endometrio (mediana del 0,49%, intervalo del 0,021% al 5,9%; véase figura 3 y tabla S3). Todos menos uno de los
casos con mutaciones detectables fueron tumores epiteliales; la excepcion fue un disgerminoma, un tumor maligno
de células germinales del ovario (tabla S3). Al igual que con los canceres de endometrio, no hubo una correlacion
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estadisticamente significativa entre la fraccién de alelos mutantes y los criterios histopatoldgicos. Sin embargo, la
mayoria de los canceres de ovario se detectan solo en un estadio avanzado, y esto se reflejé en las pacientes
disponibles en nuestra cohorte.

EJEMPLO 5
Una prueba genética para fines de cribado

Los resultados descritos anteriormente documentan que las moléculas de ADN mutantes de la mayoria de los
canceres de endometrio y algunos canceres de ovario se pueden encontrar en frotis de Papanicolaou recogidos de
manera rutinaria. Sin embargo, en los 46 casos representados en la figura 3, se sabia que se producia una mutacion
especifica en el tumor, y posteriormente se disefi6 un ensayo para determinar si esa mutacion también estaba
presente en los frotis de Papanicolaou correspondientes. En una configuracion de cribado, obviamente no habria un
tumor conocido antes de la prueba. Por lo tanto, los presentes inventores disefiaron una prueba prototipo basada en
Safe-SegS que podria utilizarse en una configuracion de cribado (figura 2).

Este enfoque multiplexado incluyd 50 pares de cebadores que amplificaron segmentos de 241 a 296 pb que
contenian regiones de ADN frecuentemente mutadas. Las regiones a amplificar se seleccionaron de los resultados
descritos en la Seccion | e incluyeron exones de APC, AKT1, BRAF, CTNNB1, EGFR, FBXW7, KRAS, PIK3CA,
PPP2R1A, PTEN y TP53. En los experimentos de control, 46 de los 50 amplicones mostraron proporcionar
informacién sobre un minimo de 2.500 modelos; el nimero de modelos secuenciados se puede determinar
directamente a partir de la secuenciacién basada en SafeSeqS (figura 2). Dada la precision de SafeSeqS, este
namero fue adecuado para detectar comodamente las mutaciones existentes en >0,1% de las moléculas modelo
(30). Se predijo que las regiones cubiertas por estos 46 amplicones (tabla S5), que abarcan 10.257 pb, podrian
detectar, como minimo, una mutacion en >90% de los canceres de endometrio o de ovario.

Esta prueba se aplico a los frotis de Papanicolaou de 14 casos, doce de endometrio y dos de ovario, asi como a 14
frotis de Papanicolaou obtenidos de mujeres normales. Los 14 casos de cancer se seleccionaron arbitrariamente de
aquellos que tenian fracciones de alelos mutantes >0,1% (tabla S3) y, por lo tanto, por encima del limite de
deteccion del ensayo multiplexado. En los 14 frotis de Papanicolaou de mujeres con cancer, se identificé (figura 4 y
tabla S6) la mutacion que se esperaba que estuviera presente (tabla S3). La fraccion de alelos mutantes en la
prueba multiplexada fue similar a la observada en el andlisis original de las mismas muestras utilizando solo un par
de cebadores de Safe-SeqS por amplicon (tabla S3 y tabla S6). Es importante destacar que no se detectaron
mutaciones en los 14 frotis de Papanicolaou de mujeres sin cancer (figura 4; véase Materiales y procedimientos).

EJEMPLO 6
Materiales y procedimientos
Muestras de paciente

Todas las muestras para este estudio se obtuvieron utilizando protocolos aprobados por las Juntas de Revision
Institucional de The Johns Hopkins Medical Institutions (Baltimore, MD), Memorial Sloan Kettering Cancer Center
(New York, NY), Universidad de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil) e ILSbio, LLC (Chestertown, MD). Se recogieron
datos demograficos, clinicos y patoldgicos de estadificacion para cada caso. Toda la histopatologia fue revisada a
nivel central por patélogos en posesion de un certificado de especialidad. La estadificacion se basé en los criterios
de FIGO de 2009 (38).

Las muestras de tejido recién congelado de neoplasias del ovario y endometrio resecadas quirdrgicamente se
analizaron por seccién congelada para evaluar la celularidad neoplasica por un patélogo en posesién de un
certificado de especialidad. Se utilizaron secciones congeladas en serie para guiar el recorte de los bloques de tejido
congelado incluidos en compuesto de temperatura de corte 6ptima (OCT) para enriquecer la fracciéon de células
neoplasicas para la extraccion de ADN.

Las muestras de tejido incrustadas en parafina (FFPE) fijadas con formalina fueron evaluadas por un patélogo en
posesion de un certificado de especialidad (Propath LLC, Dallas, TX) para determinar la celularidad del tumor y para
demarcar el area de alta celularidad del tumor. Se macrodiseccioné tejido tumoral de secciones en serie de 10
micras en portaobjetos del bloque tumoral original con una cuchilla de afeitar para enriquecer la fraccion de células
neoplasicas para la extraccion de ADN.

La fuente de ADN normal fue sangre completa compatible o tejido adyacente normal no neoplasico.

Los frotis de Papanicolaou a base de liquido se recogieron utilizando cepillos cervicouterinos y medio de transporte
del dispositivo de recogida de ADN Digene HC2 (Qiagen) o del sistema ThinPrep 2000 (Hologic) y se almacenaron
siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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A menos que se indique lo contrario, todos los valores relacionados con la paciente se notifican como media + 1
desviacion estandar.

Extraccion de ADN

Se purificdé ADN a partir de tejido tumoral y normal, asi como frotis de Papanicolaou a base de liquido utilizando un
kit AllPrep (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ADN se purifico a partir de tejido tumoral
afiadiendo 3 ml de tampdn RLTM (Qiagen) y, a continuacion, uniéndolo a una columna de ADN AllPrep (Qiagen)
siguiendo el protocolo del fabricante. EI ADN se purificd a partir de liquidos de frotis de Papanicolaou afiadiendo
cinco volumenes de tampén RLTM cuando la cantidad de liquido era inferior a 3 ml. Cuando la cantidad de liquido
era >3 ml, las células y los fragmentos celulares se sedimentaron a 1.000 x g durante cinco minutos y los
sedimentos se disolvieron en 3 ml de tamp6n RLTM. El ADN se cuantificé en todos los casos con gPCR, utilizando
los cebadores y las condiciones descritas anteriormente (39).

Pruebas de inestabilidad de microsatélites

La inestabilidad de microsatélites se detecté utilizando el sistema de andlisis de MSI (Promega), que contenia cinco
repeticiones de mononucledtidos (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 y MONO-27) y dos loci de repeticion de
pentanucleétidos, segun las instrucciones del fabricante. Después de la amplificacion, los productos de PCR
fluorescentes se dimensionaron en un instrumento de electroforesis capilar Applied Biosystems 3130 (Invitrogen).
Las muestras de tumores se designaron de la siguiente manera: MSI alta si dos 0 mas mononucledtidos variaban en
longitud en comparacion con el ADN de la linea germinal; MSI baja si solo variaba un locus; y microsatélite estable
(MSS) si no hubo variacién en comparaciéon con la linea germinal. Los loci de pentanucleétidos confirmaron la
identidad en todos los casos.

Preparacion de bibliotecas de ADN de lllumina y captura para secuenciacién exémica.

La preparaciéon de las bibliotecas de ADN gendémico de lllumina para capturas de ADN exdmicas y dirigidas se
realiz6 de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. En resumen, se utilizaron 1-3 ug de ADN gendémico para
la preparacion de la biblioteca utilizando el kit de preparacion de muestras TruSeqDNA (lllumina). El ADN se cizallo

acusticamente (Covaris) a un tamafio objetivo de ~200 pb. Los fragmentos se repararon en el extremo

posteriormente para convertir salientes en extremos romos. A continuacion se afadié un solo nucleétido "A" a los
extremos 3' de los fragmentos romos para evitar que se autoligaran mas tarde; una "T" correspondiente en el
extremo 3' de las moléculas adaptadoras proporcioné el saliente complementario. Después de la unién a los
adaptadores, la biblioteca se amplificd con 8-14 ciclos de PCR para garantizar rendimientos de 0,5 y 4 ug para las
capturas de genes exémicos y dirigidos, respectivamente.

La captura exdmica se realizé con el kit SureSelect Human Exome V 4.0 (Agilent) de acuerdo con el protocolo del
fabricante, con la adicion de bloques especificos de indice TruSeq en la mezcla de hibridacion
(AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC-XXXXXX-ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGT (SEQ ID NO:
1), en la que los seis pares de bases "XXXXXX" denotan uno de los 12 indices especificos de la muestra).

Enriquecimiento génico dirigido

El enriquecimiento génico dirigido se realiz6 mediante modificaciones de procedimientos descritos anteriormente
(40, 41). En resumen, las regiones diana de los oncogenes seleccionados y los genes supresores de tumores fueron
sintetizadas como sondas de oligonucleétidos por Agilent Technologies. Las sondas de 36 bases se disefiaron para
capturar tanto la cadena positiva como la negativa del ADN y tenian un solapamiento de 33 bases. Los
oligonucleétidos se escindieron del chip incubando con 3 ml de hidréxido de amonio al 35% a temperatura ambiente
durante cinco horas. La solucion se transfirio a dos tubos de 2 ml, se secé al vacio y se redisolvié en 400 pl de agua
libre de ribonucleasa (ARNasa) y desoxirribonucleasa (ADNasa). Se utilizaron cinco microlitros de la solucion para la
amplificaciéon por PCR con cebadores complementarios a la secuencia de 12 bases comin a todas las sondas:
5-TGATCCCGCGACGA*C-3' (SEQ ID NO: 2) y 5-GACCGCGACTCCAG*C-3' (SEQ ID NO: 3), con * indicando un
enlace de fosforotioato. Los productos de PCR se purificaron con una columna de purificacion MinElute (Qiagen), se
repararon en el extremo con el kit de reparacion End-IT DNA End-Repair Kit (Epicentre) y a continuaciéon se
purificaron con una columna de purificacion MinElute (Qiagen). Los productos de la PCR se ligaron para formar
concatameros tal como se ha descrito (40).

La principal diferencia entre el protocolo descrito en (40, 41) y el utilizado en el presente estudio implico la
amplificacién de los productos de PCR ligados y el procedimiento de captura en fase sélida. Las modificaciones
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fueron las siguientes: se amplificaron 50 ng de producto de PCR ligado utilizando el kit REPLI-g Midi (Qiagen) con la
adicién de 2,5 nmol de Biotin-dUTP (Roche) en una reaccion de 27,5 pl. La reaccion se incub6 a 30°C durante 16
horas, la polimerasa se inactivé a 65°C durante 3 minutos. Las sondas amplificadas se purificaron con columnas de
purificacién por PCR QiaQuick (Qiagen). Para la captura, se incubaron 4-5 pg de ADN de biblioteca con 1 pg de las
sondas preparadas en una mezcla de hibridacion tal como se ha descrito anteriormente (40). Las sondas biotiniladas
y las secuencias de la biblioteca capturadas se purificaron posteriormente utilizando 500 pg de Dynabeads® MyOne
Streptavidin (Invitrogen). Después del lavado segun las recomendaciones del fabricante, las secuencias capturadas
se eluyeron con NaOH 0,1 M y a continuacién se neutralizaron con Tris-HCI 1 M (pH 7,5). EI ADN neutralizado se
desalificé y se concentrd utilizando una columna QIAquick MinElute (Qiagen) en 20 pl. El eluato se amplifico en una
reaccion de Phusion Hot Start Il (Thermo Scientific) de 100 ul que contenia tampon 1X Phusion HF, dNTP 0,25 mM,
0,5 uM de cada uno de los cebadores TruSeq directos e inversos, y 2 U de polimerasa con las siguientes
condiciones de ciclado: 98°C durante 30 segundos; 14 ciclos de 98°C durante 10 segundos, 60°C durante 30
segundos, 72°C durante 30 segundos; y 72°C durante 5 minutos. El grupo amplificado que contenia secuencias
diana enriquecidas se purificé utilizando un sistema Agencourt AMPure XP (Beckman) y se cuantificé utilizando un
bioanalizador 2100 (Agilent).

Secuenciacion de la nueva generacion e identificacion de mutaciones somaticas

Después de la captura de las secuencias seleccionadas, la secuenciacion de extremos emparejados con un
analizador de genoma lllumina GA lIx proporcioné 2 x 75 lecturas basicas de cada fragmento. Las marcas de
secuencia que pasaron el filtrado se alinearon con la secuencia de referencia del genoma humano (hgl8) y se
realizé el posterior andlisis de lectura automatica de nucleétidos de una variante utilizando el algoritmo ELANDv2 en
el software CASAVA 1.6 (lllumina). Se eliminaron los polimorfismos conocidos registrados en la base de datos
dbSNP del andlisis. La identificacion de mutaciones de alta confianza se realizd6 tal como se la descrito
anteriormente (24).

Evaluacién de mutaciones de baja frecuencia.

Disefio de cebadores. Los presentes inventores intentaron disefiar pares de cebadores para detectar mutaciones en
los 46 canceres descritos en el texto. Los cebadores se disefiaron tal como se ha descrito (30), utilizando Primer3
(42). El sesenta por ciento de los cebadores amplifico los fragmentos esperados; en el otro 40%, se tuvo que disefiar
un segundo o tercer conjunto de cebadores para reducir los dimeros de cebadores o la amplificaciéon no especifica.

Preparacion de bibliotecas de secuenciacion. Los modelos se amplificaron, tal como se ha descrito anteriormente
(30), con modificaciones que se describiran en su totalidad en otra parte. En resumen, cada cadena de cada
molécula modelo se codificoé con un identificador Unico (UID) de 14 bases, compuesto por N bases degeneradas
(igual probabilidad de ser una A, C, G o T), utilizando de dos a cuatro ciclos de PCR especifica del amplicon (ciclos
de PCR de asignacion de UID, véase la figura 2). Aunque los cebadores especificos de gen tanto directos como
inversos contenian secuencias de etiqueta universales en sus extremos 5', que proporcionan los sitios de unién del
cebador para la amplificacion de segunda ronda, solo el cebador directo contenia el UID, situado entre la etiqueta
universal 5' y las secuencias especificas de genes 3' (se incluyeron cuatro N en el cebador inverso para facilitar la
secuenciacion realizada en bibliotecas de extremos emparejados) (tabla S4). Los ciclos de PCR de asignacion de
UID incluyeron Phusion Hot Start Il (Thermo Scientific) en una reaccion de 50 pl que contenia tampén 1X Phusion
HF, dNTP 0,25 mM, 0,5 pM de cada uno de los cebadores directos (que contenian 14 N) e inversos, y 2 U de
polimerasa. La transferencia de los cebadores que contienen UID residuales a la amplificacion de segunda ronda,
que puede complicar la cuantificacién del modelo (30), se minimiz6 a través de digestién con exonucleasa a 37°C
para degradar los cebadores no incorporados y posterior purificacién con perlas de AMPure XP (Beckman) y elucion
en 10 pl de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).

Las modelos eluidos se amplificaron en una PCR de segunda ronda utilizando cebadores que contenian las
secuencias de injerto necesarias para la hibridacion con la celda de flujo GA IIx de lllumina en sus extremos 5'
(figura 2) y dos fosforotioatos 3' terminales para protegerlos de la actividad exonucleasa residual (30). El cebador de
amplificacién inverso contenia adicionalmente una secuencia indice entre el injerto 5' y las secuencias de etiqueta
universales 3' para permitir que los productos de PCR de muiltiples individuos se analizaran simultdneamente en el
mismo compartimento de celdas de flujo del secuenciador (30). Las reacciones de amplificacion de segunda ronda
contenian tampoén 1X Phusion HF, dNTP 0,25 mM, 0,5 uM de cada uno de los cebadores directos e inversos, y 2 U
de polimerasa en un total de 50 pl. Después de una etapa de activacion por calor inicial a 98°C durante 2 minutos,
se realizaron veintitrés ciclos de PCR utilizando las siguientes condiciones de ciclado: 98°C durante 10 segundos,
65°C durante 15 segundos y 72°C durante 15 segundos. El ensayo multiplexado se realiz6 de manera similar
utilizando seis amplificaciones independientes por muestra con los cebadores descritos en la tabla S5. Los
productos de PCR se purificaron utilizando perlas AMPure XP y se utilizaron directamente para secuenciar en los
instrumentos MiSeq o GA lIx de lllumina, con resultados equivalentes.

Andlisis de datos. Las lecturas de secuencia de alta calidad se analizaron tal como se ha descrito anteriormente
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(30). En resumen, las lecturas en las que cada una de las 14 bases que componen el UID (que representa una
cadena modelo original; véase la figura 2) tenian una puntuacion de calidad =15 se agruparon por su UID. Solo los
UID soportados por mas de una lectura se conservaron para un andlisis adicional. La parte especifica de modelo de
las lecturas que contenian la secuencia de un cebador de amplificacion esperado se emparejé a un conjunto de
secuencias de referencia utilizando un script personalizado (disponible de los autores bajo pedido). Las mutaciones
artificiales (introducidas durante la preparacion de la muestra y/o las etapas de secuenciacion) se eliminaron
requiriendo que >50% de las lecturas que compartian el mismo UID contuvieran la mutacién idéntica (un
"supermutante", véase la figura 2). Para los 46 ensayos que consultaron un solo amplicén, se requirié que la fraccién
de alelos mutantes fuera significativamente diferente de los niveles de mutacién de fondo determinados a partir de
un control negativo (P <0,001, prueba binomial). Como las mutaciones no se conocen a priori en un entorno de
cribado, se utilizé una métrica mas escéptica para detectar mutaciones en el ensayo multiplexado. Se definié un
umbral de frecuencia de supermutante para cada muestra como igual a la frecuencia media de todos los
supermutantes mas seis desviaciones estandar de la media. Solo los supermutantes que superaron este umbral se
designaron mutaciones y se notificaron en la figura 4 y la tabla S6.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> The Johns Hopkins University
<120> PRUEBA DE PAPANICOLAOU PARA CANCERES DE OVARO Y DE ENDOMETRIO
<130> 001107.00983

<150> 61/719.942
<151> 29-10-2012

<160> 191
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de captura

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(65)
<223>n=AT,Co0G

<400> 1
agatcggaag agcacacgtc tgaactccag tcacnnnnnn atctcgt atg ccgtcttctg 60
cttgt 65

<210> 2

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 2
tgatcccgceg acgac 15

<210> 3

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebadores

<400> 3
gaccgcgact ccagc

<210>4

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(60)
<223>n=AT,Co0G

<400> 4
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngatcc aatccat

<210>5

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 5
cacacaggaa acagctatga ccatgtgagc aagaggcttt ggagt

<210> 6

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(52)
<223>n=AT,Co0G

<400> 6
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnggcca agacctg

<210>7

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 7
cacacaggaa acagctatga ccatgtgctg tgactgcttg tagatgg

15

15

ttt tgttgtccag 60

45

ccetg 52

47
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<210> 8

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,C0G

<400> 8
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnccacc tcctcaa

<210>9

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 9
cacacaggaa acagctatga ccatgtgcag cttgcttagg tccact

<210> 10

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 10
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnntggcc atctaca

<210> 11

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 11
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt caccatcgct atctgag

<210>12
<211>55
<212> ADN

16

aca gctcaa 56
46

agc agtca 55

ca 49
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 12
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncattg gtgatga ttc gatgg

<210> 13

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 13
cacacaggaa acagctatga ccatgctgcc tggctcagaa ttcac

<210> 14

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 14
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnccctt tcttgcg gag attc

<210> 15

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 15
cacacaggaa acagctatga ccatgctact gggacggaac agctt

<210> 16

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)

17

45

45

55

54
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<223>n=ATCo0G

<400> 16

cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnggaag agaatct

<210> 17

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 17
cacacaggaa acagctatga ccatggcttc ttgtcctgct tgctt

<210> 18

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,Co0G

<400> 18

cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnggcct gtctcaa

<210> 19

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 19
cacacaggaa acagctatga ccatgttgtt tttctgtttc tccctct

<210> 20

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 20

cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncaagg cactctt

<210> 21
<211>54

ccg caaga 55
45

tat cccaaa 56

g 48

gcce tacg 54
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 21
cacacaggaa acagctatga ccatgcattt tcattatttt tattata agg cctg

<210> 22

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 22
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnctgtg gtagtgg cac cagaa

<210> 23

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 23
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna agcggctgtt agtcact gg

<210> 24

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 24
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnggccc ctgtcat ctt ctgt

<210> 25

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

19

54

49

54

55
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<220>
<223> Cebadores

<400> 25
cacacaggaa acagctatga ccatggactt ggctgtccca gaatg

<210> 26

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(58)
<223>n=AT,Co0G

<400> 26
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncaaga aatcgat

<210> 27

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 27
cacacaggaa acagctatga ccatgtttat ttgctttgtc aagatca

<210> 28

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(60)
<223>n=AT,Co0G

<400> 28
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnaggaa atatctg

<210> 29

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 29
cacacaggaa acagctatga ccatggaagc agatactaag caggaca

<210> 30
20

45

agc atttgcag 58

ttt tt 52

ctt gctcattcaa 60

cta tatc 54
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<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 30
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnttccc ttggatt

<210> 31

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 31
cacacaggaa acagctatga ccatgagcac cattcgttga taggc

<210> 32

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,Co0G

<400> 32
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnncactg gcagcaa

<210> 33

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 33
cacacaggaa acagctatga ccatggattg cctttaccac tcagaga

<210> 34

<211>57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

21

ctg acaca 55
45

cag tcttacc 57

ag 49
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<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,Co0G

<400> 34

cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnttgca gcaattc

<210> 35

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 35
cacacaggaa acagctatga ccatgccgat gtaataaata tgcacat

<210> 36

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 36

cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncaagg cactctt

<210> 37

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 37
cacacaggaa acagctatga ccatgcattt tcattatttt tattata

<210> 38

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,C0G

<400> 38

cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnncactg gcagcaa

22

act gtaaagc

atc attac

gcc tacg

agg cctg

cag tcttacc

57

55

54

54

57
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<210> 39

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 39
cacacaggaa acagctatga ccatggattg cctttaccac tcagaga ag 49

<210> 40

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 40
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncaagg cactctt gcc tacg 54

<210> 41

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 41
cacacaggaa acagctatga ccatgcattt tcattatttt tattata agg cctg 54

<210> 42

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(58)
<223>n=AT,Co0G

<400> 42
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnagctc aaagcaa ttt ctacacga 58

<210> 43

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

23
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<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 43
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng cacttacctg tgactcc

<210> 44

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(60)
<223>n=AT,Co0G

<400> 44
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntcttt tgatgac

<210> 45

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 45
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna ctccaaagcc tcttgct

<210> 46

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 46
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnncagtt gcaaacc

<210> 47

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
24

ata gaa

att gcatacattc

ca

aga cctca

53

49

60

55
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<223> Cebadores

<400> 47
cacacaggaa acagctatga ccatgtgtgg agtatttgga tgacaga

<210> 48

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 48
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngtggc aagtggc

<210> 49

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(45)
<223>n=AT,Co0G

<400> 49
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc atgggcggcea tgaac

<210> 50

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,Co0G

<400> 50
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnactgg cagcaac

<210> 51

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
25

aa

tcc tga

agt cttacct

49

53

45

57
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<222> (1)...(49)
<223>n=AT,C0G

<400> 51
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc ctcaggattg cctttac

<210> 52

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 52
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnagtcc ggcttgg

<210> 53

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 53
cacacaggaa acagctatga ccatgtcccc actcctcctt tcttc

<210> 54

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 54

cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnggaaa gggacga

<210> 55

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas

<222> (1)...(49)
<223>n=AT,C0G

26

ca 49

agg atg 53
45

act ggtg 54
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<400> 55
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt agggcctctt gtgcctt

<210> 56

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 56
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntcttc tgtccct

<210> 57

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 57
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng acttggctgt cccagaa

<210> 58

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(58)
<223>n=AT,Co0G

<400> 58
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntcata ccaattt

<210> 59

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

27

ta 49
tcc cagaa 55
tg 49

ctc gattgagg 58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2701742 T3

<400> 59
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc ggctttttca acccttt

<210> 60

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 60
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntggcc atctaca

<210> 61

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 61
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt caccatcgct atctgag

<210> 62

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 62

cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnngggac ggaacag

<210> 63

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)

28

tt 49

agc agtca 55
ca 49

ctt tgag 54
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<223>n=ATCo0G

<400> 63
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng cggagattct cttcctc tgt 50

<210> 64

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 64
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncggtg taggagc tgc tggt 54

<210> 65

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(48)
<223>n=AT,Co0G

<400> 65
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna cccaggtcca gatgaag c 48

<210> 66

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 66
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntggcc atctaca agc agtca 55

<210> 67

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
29
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<222> (1)...(49)
<223>n=AT,C0G

<400> 67
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt caccatcgct atctgag ca 49

<210> 68

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 68
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngtggc aagtggc tcc tga 53

<210> 69

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(45)
<223>n=AT,Co0G

<400> 69
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc atgggcggca tgaac 45

<210> 70

<211>57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,Co0G

<400> 70
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncgaaa agtgttt ctg tcatcca 57

<210>71

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

30
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<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 71
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng cccctcctca geatctt

<210>72

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 72

cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncagtt gcaaacc

<210> 73

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 73
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gtggagtatt tggatga

<210> 74

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,Co0G

<400> 74
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnttata tttcccc

<210> 75

<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

31

at 49

aga cctca 55
cag aaa 53
atg ccaatg 56
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<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(59)
<223>n=AT,Co0G

<400> 75
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng gtgttttgaa atgtgtt

<210> 76

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 76
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnnn nnnnntcttc tgtccct

<210> 77

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 77
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng acttggctgt cccagaa

<210> 78

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 78
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnngaaaa agccgaa

<210> 79

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
32

tta taatttaga

tcc cagaa

tg

ggt cacaa

49

59

55

55
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<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(51)
<223>n=AT,Co0G

<400> 79
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc tcaagaagca gaaaggg aag a 51

<210> 80

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(60)
<223>n=AT,Co0G

<400> 80
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngatcc aatccat ttt tgttgtccag 60

<210> 81

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 81
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gagcaagagg ctttgga gt 49

<210> 82

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 82
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntgtga tgatggt gag gatgg 55

<210> 83

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

33
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<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,C0G

<400> 83
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt ccactacaac tacatgt

<210> 84

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 84
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnctccg tcatgtg

<210> 85

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(48)
<223>n=AT,Co0G

<400> 85
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc agctgtgggt tgattcc

<210> 86

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,C0G

<400> 86
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntggcc atctaca

<210> 87

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

34

gta acagttc 57

ctg tgact 55
a 48
agc agtca 55
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<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 87
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt caccatcgct atctgag

<210> 88

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,Co0G

<400> 88
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnccaat ccatttt

<210> 89

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 89
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gagcaagagg ctttgga

<210> 90

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 90

cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnctgca cagggca

<210>91
<211>53
<212> ADN

35

ca

tgt tgtcca

ot

ggt ctt

49

56

49

53
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 91
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc tctgtctcct tcctctt

<210> 92

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 92
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnntggcc atctaca

<210> 93

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 93
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt caccatcgct atctgag

<210> 94

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 94
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncacgc aaatttc

<210> 95
<211>50

36

cct aca

agc agtca

ca

ctt ccact

53

55

49

55
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)
<223>n=AT,Co0G

<400> 95
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng gcctctgatt cctcact

<210> 96

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(60)
<223>n=AT,Co0G

<400> 96
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngatcc aatccat

<210> 97

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 97
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gagcaagagg ctttgga

<210> 98

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,Co0G

<400> 98
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnactgg cagcaac

<210> 99
37

gat 50

ttt tgttgtccag 60

gt 49

agt cttacct 57
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<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 99
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc ctcaggattg cctttac

<210> 100

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(62)
<223>n=AT,Co0G

<400> 100
gacgtaaaac gacggccagt nnnnnnnnnn nnnnaaagta acatttc
ct

<210> 101

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)
<223>n=AT,Co0G

<400> 101
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gagaaaatcc ctgttcc

<210> 102

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,C0G

<400> 102
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntggag cctctta

38

ca 49

caatctactaatg 60
62

cac 50

cac ccagt 55
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<210> 103

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(51)
<223>n=AT,Co0G

<400> 103
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna aaaacactgg agtttcc

<210> 104

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 104

cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngaaaa agccgaa

<210> 105

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 105
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna tgcccccaag aatccta

<210> 106

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 106

39

Caa a

ggt cacaa

gt

51

49

55
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cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncatcc gtctact ccc acgtt 55

<210> 107

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(48)
<223>n=AT,Co0G

<400> 107
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna tcagctaccg ccaagtc c 48

<210> 108

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 108
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnttcgt ccctttc cag cttta 55

<210> 109

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,Co0G

<400> 109
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng gaatccagtg tttcttt taa atacct 56

<210> 110

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas

<222> (1)...(54)
<223>n=AT,C0G

40
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<400> 110
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnaccag ccctgtc

<210> 111

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(51)
<223>n=AT,Co0G

<400> 111
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng ccctgacttt caactct

<210> 112

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(59)
<223>n=AT,Co0G

<400> 112
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnngcctc agattca

<210> 113

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 113
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna ccaggagcca ttgtctt

<210> 114

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(60)
<223>n=AT,Co0G

41

gtc tctc 54

gtc t 51

ctt ttatcacct 59

tg 49
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<400> 114
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntcacc acattac

<210> 115

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(51)
<223>n=AT,Co0G

<400> 115
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna aggggatctc ttcctgt

<210> 116

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 116
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntctgg atcccag

<210> 117

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 117
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng gccagtgctg tctctaa

<210> 118

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(60)

42

ata cttaccatgc 60

atcc 51
aag gtgag 55
ag 49
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<223>n=ATCo0G

<400> 118

cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnngtcca caaaatg

<210> 119

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(51)
<223>n=AT,Co0G

<400> 119
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna cgatacacgt ctgcagt

<210> 120

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(62)
<223>n=AT,Co0G

<400> 120
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnacaga aatattt
ca

<210> 121

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(51)
<223>n=AT,Co0G

<400> 121
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna gaaaataccc cctccat

<210> 122

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

43

att ctgaattagc 60

caac 51

tag aaagggacaa 60
62

caac 51
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<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(60)
<223>n=AT,Co0G

<400> 122
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngatcc aatccat

<210> 123

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 123
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt ccaaactgac caaactg

<210> 124

<211>57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,Co0G

<400> 124
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngaaac ccaaaat

<210> 125

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)
<223>n=AT,Co0G

<400> 125
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng accataaccc accacag

<210> 126

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

44

ttt tgttgtccag

ttc tta

ctg ttttcca

cta

60

53

57

50
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<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 126
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnctcct cccagag acc ccagt

<210> 127

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 127
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc atgagcgctg ctcagat ag

<210> 128

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 128
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncctag gaaggca ggg gagt

<210> 129

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 129
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gcatgttgct tttgtac cg

<210> 130

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
45

49

49

55

54
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<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 130
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnaccac ccgcacy tct gtag

<210> 131

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(48)
<223>n=AT,Co0G

<400> 131
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna gccagtgctt gttgctt g

<210> 132

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 132
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnncacac tgacgtg cct ctee

<210> 133

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 133
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt tatctcccct cccecgta tc

<210> 134

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

46

54

48

54

49
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<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,C0G

<400> 134
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnngattg tcagtgc

<210> 135

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 135
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng ctaaggatgg gggttgc

<210> 136

<211>61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(61)
<223>n=AT,Co0G

<400> 136
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntgact ttacctt
a

<210> 137

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(48)
<223>n=AT,Co0G

<400> 137
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng ctcgccccct taatctc

<210> 138
<211>55
<212> ADN

a7

gct tttce 55

ta 49

atc aatgtctcga 60
61
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 138
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnggtac ttccgga

<210> 139

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 139
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc cgagtcctag ggagagg

<210> 140

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(58)
<223>n=AT,Co0G

<400> 140
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnttgtt aatggtg

<210> 141

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 141
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna aatgatctaa caatgct

<210> 142
<211>58

48

acc tgtgc

ag

gct tttgttt

ctt ggac

55

49

58

54
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(58)
<223>n=AT,Co0G

<400> 142
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnncatgg aaggatg

<210> 143

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 143
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt ggctacgacc cagttac

<210> 144

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 144
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnaaacc gtagctg

<210> 145

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)
<223>n=AT,Co0G

<400> 145
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gactgctctt ttcaccc

<210> 146
49

aga atttcaag 58

ca 49
ccc tggta 55
atc 50
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<211> 56
<212> ADN
<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,Co0G

<400> 146
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntcatc ttgggcc

<210> 147

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 147
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng atgagaggtg gatgggt

<210> 148

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,Co0G

<400> 148
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnttcag ggcatga

<210> 149

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,C0G

<400> 149
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna tcctcccctg catgtgt

50

tgt gttatc

agt agt

act acttgg

ta

56

53

49

56
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<210> 150

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,C0G

<400> 150
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnntccct cattgca ctg tactcc 56

<210> 151

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 151
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng gtgcttagtg gccattt gt 49

<210> 152

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,Co0G

<400> 152
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnntggtc tctcatg gca ctgtact 57

<210> 153

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(52)
<223>n=AT,C0G

<400> 153
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna ttagcaattt gagggac aaa cc 52

51
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<210> 154

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(62)
<223>n=AT,Co0G

<400> 154
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnntgtat ctcactc
ac

<210> 155

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 155
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gtcacattat aaagatt

<210> 156

<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(59)
<223>n=AT,Co0G

<400> 156
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnagttt gacagtt

<210> 157

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas

<222> (1)...(54)
<223>n=AT,C0G

52

gat aatctggatg 60
62

cag gcaat 55

aaa ggcatttcc 59
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<400> 157
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gtccttattt tggatat ttc tcce 54

<210> 158

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 158
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngaaga cccaggt cca gatga 55

<210> 159

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(48)
<223>n=AT,Co0G

<400> 159
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna gaaatgcagg gggatac g 48

<210> 160

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 160
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnngaggc ataactg cac ccttg 55

<210> 161

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

53
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<400> 161
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng ggagtagatg gagcctg

<210> 162

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 162
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntgctg gatttgg

<210> 163

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)
<223>n=AT,Co0G

<400> 163
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt gccacttgca aagtttc

<210> 164

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 164
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnggaag aacctgg

<210> 165

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)

54

ot

ttc taggg

ttc

acc ctctg

49

50

55

55
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<223>n=ATCo0G

<400> 165
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt tttgagagtc gttcgat

<210> 166

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 166
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntgcaa cctgttt

<210> 167

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(51)
<223>n=AT,Co0G

<400> 167
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna ggaaaatgac aatggga

<210> 168

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(59)
<223>n=AT,Co0G

<400> 168
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntgatt catcagg

<210> 169

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
55

tgc

tgt gatgg

atg a

aga gcatttaag

50

55

51

59
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<222> (1)...(52)
<223>n=AT,C0G

<400> 169
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt tgtttttctg tttctcc

<210> 170

<211>57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,Co0G

<400> 170
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngatgg tatccat

<210> 171

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)
<223>n=AT,Co0G

<400> 171
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt ttgtgatgct aaggctc

<210> 172

<211>53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(53)
<223>n=AT,Co0G

<400> 172
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnactgc cttccgg

<210> 173

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

56

ctc tg 52

gtg gtgagtg 57

cat 50

gtc act 53
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<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 173
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna gcccaaccct tgtcctt

<210> 174

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 174
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnngaggc tgtcagt

<210> 175

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)
<223>n=AT,Co0G

<400> 175
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna acatatttgc atggggt

<210> 176

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 176
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnccact gcatggt

<210> 177

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

57

ac

ggg gaac

gty

tca ctctg

49

54

50

55
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<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 177
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna tcctgtgagc gaagttc

<210> 178

<211>57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(57)
<223>n=AT,Co0G

<400> 178
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnntgcct ctttctc

<210> 179

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(51)
<223>n=AT,Co0G

<400> 179
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng gacctaagca agctgca

<210> 180

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(60)
<223>n=AT,Co0G

<400> 180
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnacacc caatgaa

<210> 181

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
58

ca 49

ttg gttttca

gtaa

gaa tgtaattgat

57

51

60
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<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(54)
<223>n=AT,Co0G

<400> 181
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnng gttgtgtgta gatgtga gtt ttce 54

<210> 182

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(59)
<223>n=AT,Co0G

<400> 182
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnttctg ttacatt gtg cagagttca 59

<210> 183

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(50)
<223>n=AT,Co0G

<400> 183
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt ggttttgagc agagaga tgg 50

<210> 184

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 184
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnnggaag aagtccc aac catga 55

<210> 185

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

59
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<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(53)
<223>n=AT,C0G

<400> 185
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt cacttttcct ttctacc

<210> 186

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,Co0G

<400> 186
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnngaatc tgcattc

<210> 187

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 187
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnc ctgtttccca tcctett

<210> 188

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(56)
<223>n=AT,C0G

<400> 188
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnngacac aaaacag

<210> 189

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

60

caa aag 53
cca gagaca 56
cc 49

gct caggac 56
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<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 189
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnna gaaaccaaag ccaaaag

<210> 190

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222> (1)...(55)
<223>n=AT,Co0G

<400> 190
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnccatg ggactga

<210> 191

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores

<221> caracteristicas_diversas
<222>(1)...(49)
<223>n=AT,Co0G

<400> 191
cacacaggaa acagctatga ccatgnnnnt catctggacc tgggtct

61

ca

ctt tctge

tc

49

55
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento que comprende:

poner a prueba una muestra liquida de frotis de Papanicolaou de un sujeto humano para un cambio genético o
epigenético en uno o mas acidos nucleicos mutados en una neoplasia o un cancer de endometrio, trompas de
Falopio u ovario, en el que la etapa de prueba se realiza aumentando la sensibilidad de instrumentos de
secuenciacion masiva en paralelo con una técnica de reduccion de errores que incluye:

(i) asignacién de un identificador Unico (UID) a cada molécula modelo para formar moléculas modelo con
cédigo de barras; y
(i) secuenciacion redundante de las moléculas modelo con cddigo de barras.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que:

(1) el cambio es una mutacién de sustitucion;

(2) el cambio es una reordenacion;

(3) el cambio es una delecién; o

(4) el cambio es una pérdida o ganancia de metilacion.

3. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que el cambio se determina con respecto a la mayor parte de los
genes o ARNm presentes en la muestra.

4. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que dichos uno o mas acidos nucleicos comprenden un gen
seleccionado del grupo que comprende CTNNB1, EGFR, PI3KCA, PTEN, TP53, BRAF, KRAS, AKT1, NRAS,
PPP2R1A, APC, FBXW?7, ARID1A, CDKN2A, MLL2, RFF43 y FGFR2.

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que:

(1) la etapa de prueba se realiza, como minimo, en 3 de dichos acido nucleicos;
(2) la etapa de prueba se realiza, como minimo, en 5 de dichos acido nucleicos;
(3) la etapa de prueba se realiza, como minimo, en 7 de dichos acido nucleicos;
(4) la etapa de prueba se realiza, como minimo, en 9 de dichos acido nucleicos;
(5) la etapa de prueba se realiza, como minimo, en 11 de dichos acido nucleicos; o
(6) la etapa de prueba se realiza, como minimo, en 12 de dichos acido nucleicos.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que la etapa de prueba se realiza en un ensayo multiplex.

7. Procedimiento, segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 4, en el que la etapa de prueba se realiza aumentando
la sensibilidad de instrumentos de secuenciacién masiva en paralelo con una técnica de reduccion de errores que
permite la deteccién de alelos mutantes raros en un intervalo de 1 modelo mutante entre 5.000 y 1.000.000 modelos
de tipo silvestre.

8. Procedimiento, seguln la reivindicacion 1 o la reivindicacion 4, en el que la técnica de reduccion de errores incluye
una etapa de amplificacion de cada molécula modelo marcada de forma Unica para crear familias de UID.

9. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que la etapa de prueba se repite a lo largo del tiempo.

10. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, la muestra se recoge después de citorreduccién quirdrgica de un tumor
de ovario.

11. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, que utiliza un kit que comprende, como minimo, 10 sondas, en el que
cada sonda en el kit comprende, como minimo, 15 nt de secuencia complementaria a uno de un panel de genes, en
el que el panel es acumulativamente complementario a, como minimo, 10 genes diferentes, en el que el panel se
selecciona del grupo que comprende CTNNB1, EGFR, PI3KCA, PTEN, TP53, BRAF, KRAS, AKT1, NRAS,
PPP2R1A, APC, FBXW?7, ARID1A, CDKN2A, MLL2, RFF43 y FGFR2, y en el que las sondas estan biotiniladas o
unidas a perlas.

12. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, que emplea un kit que comprende, como minimo, 10 pares de
cebadores, en el que cada cebador en el kit comprende, como minimo, 15 nt de secuencia complementaria a uno de
un panel de genes, en el que el panel es acumulativamente complementario a, como minimo, 10 genes diferentes,
en el que el panel se selecciona del grupo que comprende CTNNB1, EGFR, PI3KCA, PTEN, TP53, BRAF, KRAS,
AKT1, NRAS, PPP2R1A, APC, FBXW?7, ARID1A, CDKN2A, MLL2, RFF43 y FGFR2, y en el que, como minimo, un
miembro de cada par de cebadores esta unido a una perla.

13. Procedimiento, segln la reivindicacién 12, en el que:
62
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(1) los pares de cebadores ceban la sintesis de un acido nucleico de entre 240 y 300 pb;
(2) los pares de cebadores ceban la sintesis de un acido nucleico de entre 200 y 325 pb; o
(3) los pares de cebadores ceban la sintesis de un acido nucleico de entre 60 y 1000 pb.

14. Procedimiento, segun la reivindicacion 12, en el que, como minimo, un cebador de cada par de cebadores
comprende, como minimo, 20 nt de secuencia complementaria a uno del panel de genes.

15. Procedimiento, segun la reivindicaciéon 11, en el que la sonda comprende, como minimo, 20 nt de secuencia
complementaria a uno del panel de genes.

16. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, que utiliza un soporte sélido que comprende, como minimo, 10 sondas
unidas a él, en el que cada sonda en el soporte sélido comprende, como minimo, 15 nt de secuencia
complementaria a uno de un panel de genes, en el que el panel se selecciona del grupo que comprende CTNNB1,
EGFR, PI3KCA, PTEN, TP53, BRAF, KRAS, AKT1, NRAS, PPP2R1A, APC, FBXW?7, ARID1A, CDKN2A, MLL2,
RFF43 y FGFR2, y en el que el panel es acumulativamente complementario a, como minimo, 10 genes diferentes.
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Pares de cebadores de Safe-Seqs

Exones de genes diana

Asignacion de UID
utilizando un namero
bajo de cebadores de PCR

cebadores
universales

Supermutante Tipo silvestre Artefacto de secuenciacion

Secuenciacion de nueva generacion

Fig. 2
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Tabla 2 - Caracteristicas genéticas de canceres de ovario y de endometrio

Teliid Tig subtips Mutaciones comunes No de_
(frecuencia) referencia
Ovario Epitelial Seroso de alta malignidad TR&3 (86%) 23
Endometricide TPE3 (68%) 25
ARIDIA (30%) 26
CTHNNBT (28%) 26
FPTEN (17%) 28
FIK3CA {15%) 2
HRAS {10%) 28
PPP2RIA (11%) 28
CDKN2A (12%) 28
BRAF (8%) 2
Células claras ARIDIA (B7%) 24
PIKCA (40%) 24
PPPIR1A (7.1%) 24
KRAS (4.7% 24
Seroso de baja malignidad BRAF (28%) 25
KRAS {18%) 25
Mucinoso TP53 (56%) 28
KRAS {409%) 2
PPPZR1A (33%) 2
COKN2ZA {(18%:) 26
FTEN {(11%) 26
. . Mutaciones comunes No de
Telide Tiee Subtipo (frecuencia) referencia
Endometrio Tipo I. endometricide Endometrioide PTEN (84%]) Estudio actual

Tipo II: no endometricide

Seroso papilar

Células claras

PIK3CA (58%)
ARIDIA (55%)
CTNNBI (32%)
MLLZ (32%)
FEXW? (27%)
RNF42 (27%)
APC (23%)
FGFR2 (18%)
KRAS (9%)
PIKAR1 (9%}
EGFR (14%)
AKTY (5%)
NRAS (5%)
TP53 (5%)
TPE3 (81,68%)
FIK3CA (24%)
FBXWT (19,7%)
PPPZR1A (18,4%)
TP53 (45%)
PPP2R1A (33%)
PIKICA (20%)
PTEN (13%)
PIK3R1 (9%}
HRAS (5%)

Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual
Estudio actual

29

20

29

29

28

25

26

Ps)

25

26

Fig. 6
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