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DESCRIPCION
MicroARN que regulan la proliferacion y diferenciacion de células musculares.
CAMPO TECNICO

[0001] La materia presentemente desvelada se refiere, en general, a procedimientos y composiciones para
modular la expresion génica en un miocito. Mas particularmente, la materia presentemente desvelada se refiere a
procedimientos de uso de microARN (miARN) para modular el nivel de expresién de un gen en un miocito, y a
composiciones que comprenden miARN.

ANTECEDENTES

[0002] El entendimiento de los mecanismos moleculares que regulan la proliferacion y diferenciacion celular
es un tema central de la biologia del desarrollo. Los microARN (miARN) son una clase recientemente descubierta de
ARN reguladores de ~ 22 nucleétidos que regulan postranscripcionalmente la expresion génica™2 Un aumento de
pruebas ha indicado la posible funcién de miARN en una variedad de procesos biolégicos“.

[0003] ZHAO Y Y COL.: “Serum response factor regulates a mucle-specific microRNA that targets Hand2
during cardiogenesis” NATURE, NATURE PUBLISHING GROUP, LONDON, GB LNKD-DOI:
10.1038/NATUREO03817, vol. 436, n° 7048, 1 de julio de 2005, paginas 214 — 220, describe la funcién de miR-1 en
células musculares y corazones. Se muestra que miR-1-1 se expresa especificamente en células precursoras de
musculo cardiaco y esquelético y que los genes de miR-1 son dianas transcripcionales directas de reguladores de
diferenciacidon de musculo que incluyen efector de la respuesta a suero, MyoD y Mif2. Se sugiere que los genes de
miR-1 valoran los efectos de proteinas reguladoras cardiacas criticas para controlar el equilibrio entre la
diferenciacion y la proliferacion durante la cardiogénesis. Sin embargo, no se ha descrito una combinacién con miR-
133.

[0004] Sin embargo, queda una necesidad que se sentia desde hace tiempo y continua en la materia para la
caracterizacion de la funcion o funciones de miARN en procesos biologicos. La materia presentemente desvelada
trata esta y otras necesidades en la materia.

RESUMEN

[0005] Este resumen enumera varias realizaciones de la materia presentemente desvelada, y en muchos
casos enumera variaciones y permutaciones de estas realizaciones. Este resumen es simplemente a modo de
ejemplo de las numerosas y variadas realizaciones. La mencion de una o méas caracteristicas representativas de una
realizacién dada es asimismo a modo de ejemplo. Una realizacion dada puede normalmente existir con o sin la(s)
caracteristica(s) mencionada(s); asimismo, aquellas caracteristicas pueden aplicarse a otras realizaciones de la
materia presentemente desvelada, si se enumeran en este resumen o no. Para evitar repeticion excesiva, este
resumen no enumera o sugiere todas las posibles combinaciones de tales caracteristicas.

[0006] En una realizacion de la materia presentemente desvelada se proporcionan agentes para su uso en un
procedimiento para tratar una lesion muscular en un sujeto. Especificamente, miARN-133 y un inhibidor de miARN-1
se administran en combinacion al sitio de lesiébn muscular en un primer momento de tiempo y un miARN-1 y un
inhibidor de miARN-133 se administran en combinacion al sitio de lesién muscular en un segundo momento de
tiempo para asi tratar la lesibn muscular. En algunas realizaciones, la lesién muscular resulta de un traumatismo
muscular mecanico, un trastorno degenerativo muscular, una lesion cardiaca o una combinacién de los mismos. En
algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero.

[0007] En otra realizacion de la materia presentemente desvelada se proporciona un procedimiento in vitro
para modular la diferenciacion, proliferacion de miocitos, o ambas. En algunas realizaciones, el procedimiento
comprende poner en contacto un miocito con miARN (y un inhibidor de miR-133 o con miR133 y un inhibidor de miR-
1 o un vector que codifica dichos miARN elegidos como diana para un gen en el miocito que pueden modular la
diferenciacion, proliferacion de miocitos, o ambas. En algunas realizaciones, la modulacion es inhibidora y en
algunas realizaciones el miARN inhibe la traduccion del gen.

[0008] En todavia otra realizacion se proporciona una cantidad eficaz de un inhibidor de miR-1 y miR-133 o de
miR1 y un inhibidor de miR-133 para tratar una lesion muscular.

[0009] En algunas realizaciones de los procedimientos desvelados en este documento, el miARN empleado
comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID N°: 1y 2 y secuencias al
menos el 70 % idénticas a cualquiera de SEQ ID N°: 1y 2. El miARN se selecciona de miR-1 y miR-133. Ademas,
en algunas realizaciones, el miARN es elegido como diana para una region sin traducir de 3' del gen.

[0010] Ademas, en algunas realizaciones de los procedimientos, el gen elegido como diana por miARN se
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selecciona del grupo que consiste en un gen de diferenciacion de miocitos (por ejemplo, un gen que codifica un
polipéptido de histona desacetilasa 4 (HDAC4) o una proteina de receptor de la hormona tiroidea 240 (TRAP240)),
un gen de proliferacién de miocitos (por ejemplo, un gen que codifica un polipéptido de factor de respuesta a suero
(SRF)) y una proteina relacionada con la hormona (por ejemplo, un gen que codifica hormona tiroidea asociada a la
proteina 1 (Thrapl)).

[0011] También se proporcionan vectores que codifican dichos miARN. En algunas realizaciones, el vector
comprende un promotor operativamente ligado a una molécula de acido nucleico que codifica la molécula de miARN;
y una secuencia de terminacion de la transcripcion. Ademas, en algunas realizaciones, el vector se incorpora en un
kit que comprende ademas al menos un reactivo para introducir el vector en un miocito. El kit, en algunas
realizaciones, comprende ademas instrucciones para introducir el vector en un miocito.

[0012] Por consiguiente, es un objeto de la materia presentemente desvelada proporcionar agentes para su
uso en un procedimiento para manipular la expresion génica en un miocito usando un enfoque mediado por miARN.
Este objeto se logra por completo o en parte por la materia presentemente desvelada.

[0013] Un objeto de la materia presentemente desvelada que se ha establecido anteriormente, otros objetos y
ventajas seran evidentes para aquellos expertos en la materia después de un estudio de la siguiente descripcion de
la materia presentemente desvelada y ejemplos no limitantes. Los datos con referencia a otros miARN soélo se
proporcionan para motivos comparativos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0014]

Las Figuras la-le representan datos para la expresion de miR-1 y miR-133 en musculo cardiaco y esquelético
durante el desarrollo.

La Figura la muestra datos de la expresién de matrices de miARN de mioblastos C2C12 cultivados en medio de
crecimiento (MC) o en medio de diferenciacion (MD) durante 0, 1, 3 y 5 dias, respectivamente. Los datos
logaritmicos normalizados (base 2) se agruparon jerarquicamente por gen y se representan como un mapa de calor.
El intervalo de sefal fue de -4 veces a + 4 veces. Amarillo denota alta expresiéon y azul denota baja expresion, con
respecto a la mediana, y s6lo se muestran los nodos de miARN que estan regulados por incremento en el medio de
diferenciacion.

La Figura 1b representa un analisis de transferencia Northern de la expresion de miR-1 y miR-133 usando ARN total
aislado de mioblastos C2C12 cultivados en MC o en MD durante 0, 1, 3 y 5 dias, respectivamente. Los ARNt se
usaron como control de carga.

La Figura 1c representa un andlisis de transferencia Northern de la expresion de miR-1 y miR-133 en tejidos de raton
adulto.

La Figura 1d representa un analisis de transferencia Northern de la expresion de miR-1 y miR-133 en tejidos de
raton del dia embrionario 13,5 (E13,5) y 16,5 (E16,5).

La Figura le representa un andlisis de transferencia Northern de la expresién de miR-1 y miR-133 en tejidos de
ratbn neonato. La misma cantidad de ARN totales de musculo cardiaco y esquelético adulto se cargaron en
transferencias para servir de una comparacién con ARN embrionario y neonato (Figuras 1d y 1e).

Las Figuras 2a-2j representan datos que muestran la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de mioblastos
por miR-1 y miR-133. Los mioblastos C2C12 cultivados en medio de crecimiento (MC) se electroporaron con duplex
de miARN bicatenario para miR-1, miR-133 y GFP como control.

Las Figuras 2a-2e muestran resultados de experimentos en los que células se cultivaron continuamente en MC
durante 24 h después de la transfeccion, luego se transfirieron a medio de diferenciacion (MD) durante 12 h antes de
la inmunotincion para miogenina (Figura 2a) o 36 h antes de la inmunotincion para MHC (Figura 2b). Los mioblastos
C2C12 cultivados en MC se electroporaron con duplex de miARN bicatenario para miR-1, miR-133 (o sus mutantes
como se indica), 0 miR-208 y GFP como controles y se cultivaron durante 24 h antes: transferencia Western usando
anticuerpos indicados (Figura 2c); las células se transfirieron a MD durante 24 h y se realizaron RT-PCR para los
genes indicados (Figura 2d); o las células se transfirieron a MD durante 24 h y transferencia Western usando los
anticuerpos indicados (Figura 2e).

Las Figuras 2f-2h muestran resultados de experimentos en los que mioblastos C2C12 cultivados en MC se
electroporaron con inhibidores de 2'-O-metiloligonucledtidos antisentido para miR-1, miR-133 o miR-208 y GFP
como controles. Las células se cultivaron en MC durante 24 h después de la transfeccion, luego se transfirieron a
MD durante: 12 h antes de la inmunotinciéon para fosfo-histona H3 (Figura 2f); 24 h antes de la realizacion de la RT-
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PCR para los genes indicados (Figura 2g); o 24 h antes de la transferencia Western usando anticuerpos indicados
(Figura 2h).

Las Figuras 2i y 2j muestran resultados de experimentos en los que mioblastos C2C12 cultivados en MC se
electroporaron con tanto diplex de miARN como con inhibidores de 2'-O-metiloligonucleétidos antisentido como se
indica. Las células se cultivaron en MC durante 24 h después de la transfeccion, luego se transfirieron a MD durante
12 h antes de la inmunotincion para miogenina (Figura 2i) o fosfo-histona H3 (Figura 2j). Se contaron las células
tefiidas positivas y los datos se presentan como el nivel de expresién con respecto a un control de GFP (100 %).

Las Figuras 3a-3k representan datos que muestran el control del desarrollo de muasculo cardiaco y esquelético por
miR-1 y miR-133 in vivo.

Las Figuras 3a-3h muestran datos de experimentos en embriones de Xenopus. Embriones de Xenopus derivados de
embriones sin inyectar (Figuras 3a y 3b), inyectados con control de ARN de GFP (Figuras 3c y 3d), inyectados con
miR-1 (Figuras 3e y 3f) o inyectados con miR-133 (Figuras 3g y 3h) se tifieron con anti-tropomiosina y se mostraron
en la etapa 32 bajo campo brillante (Figuras 3a, 3c, 3e y 3g) o fluorescencia (Figuras 3b, 3d, 3f y 3h). Obsérvese la
falta de tincién para tejido de corazon (Figura 3b y 3d, flechas H) y la alteracion de somitas segmentadas (Figuras 3f
y 3h, flechas S).

Las Figuras 3i-3k muestran datos de secciones transversales de embriones de Xenopus. Secciones transversales de
embriones de Xenopus correspondientes a la posicion del corazon en la etapa 32 de embriones sin inyectar (Figura
3i), inyectados con miR-1 (Figura 3j) o inyectados con miR-133 (Figura 3k) se tifieron con anti-tropomiosina para
visualizar somitas (flechas S) y tejido cardiaco (flechas H) y anti-fosfo-histona H3 (rojo) para visualizar células en
fase S. Cada conjunto de inyecciones se realiz6 al menos dos veces independientemente, y el fenotipo se observo
en al menos el 90 % de un minimo de 50 embriones puntuados por inmunotincion de montaje completo.

Las Figuras 4a-4i representan datos que muestran la identificacion de genes diana de miR-1 y miR-133 en musculo
esquelético.

La Figura 4a representa datos que muestran la represién de 3' UTR de SRF y HDAC4 por miR-133 y miR-1. Los
informadores de luciferasa que contienen tanto sitios complementarios de miR-133 de 3' UTR de SRF de raton
(SRF-3'-UTR), sitios complementarios de miR-1 de 3' UTR de HDAC4 de raton (HDAC4-3'-UTR) o las secuencias
antisentido perfectas de miR-133 (miR-133-luc) o miR-1 (miR-1-luc) se co-transfectaron con los vectores de
expresion de miARN indicados o sus mutantes. La actividad de luciferasa se determind 48 h después de la
transfeccion. Los datos representan la media + d.e. de al menos tres experimentos independientes por duplicado (* P
<0,05).

La Figura 4b representa datos que muestran resultados de indicadores de luciferasa SRF-3'-UTR, HDAC4-3'-UTR y
MCK-luc transfectados en mioblastos C2C12. Las células se mantuvieron en MC durante 24 h (MC) o se transfirieron
a MD durante 1 dia (MD1) o 3 dias (MD3) antes de determinarse la actividad de luciferasa.

Las Figuras 4c-4e representan datos que muestran los resultados de mioblastos C2C12 cultivados en MC y
electroporados con duplex de miARN bicatenario indicados (o sus mutantes), 0 miR-208 y GFP como controles. Las
células se cultivaron en MC durante 24 h después de la transfecciéon antes: transferencia Western usando
anticuerpos anti-SRF y anti-HDAC4 (Figura 4c); las células se transfirieron en MD durante 24 h y se realizé RT-PCR
para los genes indicados (Figura 4d); las células se transfirieron en MD durante 24 h y transferencia Western usando
los anticuerpos indicados. Los mioblastos C2C12 cultivados en MC se electroporaron con los inhibidores de 2'-O-
metiloligonucledtidos antisentido indicados (Figura 4e).

Las Figuras 4f y 4g representan datos que muestran resultados de células cultivadas en MC durante 24 h después
de la transfeccion, luego se transfirieron a MD durante 24 h antes: se realiz6 RT-PCR para los genes indicados
(Figura 4f); y transferencia Western usando los anticuerpos indicados (Figura 4g).

La Figura 4h representa datos que muestran los resultados de mioblastos C2C12 cultivados en MC y electroporados
con los duplex de miARN bicatenario indicados o/y plasmidos de expresion para SRF o HDAC4, como se indica. Las
células se cultivaron en MC durante 24 h después de la transfeccién. La transferencia Western se realizé 24 h
después de la transferencia en MD usando anticuerpos indicados.

La Figura 4i representa datos que muestran los resultados de mioblastos C2C12 cultivados en MC o MD durante 0O,
1, 3 6 5 dias. La transferencia Western se realiz6 usando los anticuerpos indicados.

La Figura 5 muestra un modelo para la regulacion mediada por miR-1 y miR-133 de proliferacion y diferenciacion de
musculo esquelético.

La Figura 6 muestra datos de analisis de datos de expresion de matrices de miARN de mioblastos C2C12 cultivados
en medio de crecimiento (MC) o en medio de diferenciacion (MD) durante 0, 1, 3 y 5 dias, respectivamente. Los
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datos logaritmicos normalizados (base 2) se agruparon jerarquicamente por gen y se representan como un mapa de
calor. El intervalo de sefial fue de -4 veces a + 4 veces. La sombra clara denota alta expresion y la sombra oscura
denota baja expresion, con respecto a la mediana.

Las Figuras 7a-7d muestran datos de expresién de miR-1, miR-133 y genes de marcadores de diferenciacion de
musculo esquelético en células C2C12.

Las Figuras 7a y 7b muestran analisis de transferencia Northern de la expresion de miR-1 (Figura 7a) y miR-133
(Figura 7b) usando ARN total aislado de mioblastos C2C12 cultivados en MC o en medio de diferenciaciéon (MD)
durante 0, 1, 3 y 5 dias, respectivamente. Se indican tanto los miARN maduros como sus precursores (Pre). Los
ARNLt se usaron como control de carga.

La Figura 7c muestra andlisis por RT-PCR semi-cuantitativa de genes de marcadores de diferenciacién de musculo
esquelético. GAPDH se us6 como control para carga igual.

La Figura 7d muestra la expresion de marcadores de diferenciacién de musculo esquelético. Los mioblastos C2C12
se cultivaron en medio de crecimiento (MC) o en medio de diferenciacion (MD) durante 0, 1, 3 y 5 dias, y las
transferencias Western se realizaron con extractos de células usando los anticuerpos indicados. La B-tubulina sirve
de control de carga.

Las Figuras 8a-8f muestran datos de expresion de miR-1 y miR-133 en musculo cardiaco y esquelético en ratones
adultos y durante todo el desarrollo. Se muestra el andlisis de transferencia Northern de la expresion de miR-1
(Figura 8a) y miR-133 (Figura 8d) en tejidos de ratdn adulto. Se muestra el analisis de transferencia Northern de la
expresion de miR-1 (Figura 8b) y miR-133 (Figura 8e) en tejidos de ratdn del dia embrionario 13,5 (E13,5) y 16,5
(E16,5). La misma cantidad de ARN total de musculo cardiaco y esquelético adulto también se cargd en la
transferencia para servir de comparacion. Se muestra el andlisis de transferencia Northern de la expresiéon de miR-1
(Figura 8c) y miR-133 (Figura 8f) en tejidos de ratdn neonato. La misma cantidad de ARN total de musculo cardiaco
y esquelético adulto también se carg6 en la transferencia para servir de comparacion. Se indican tanto los miARN
maduros como sus precursores (Pre). Los ARNt se usaron como controles de carga.

Las Figuras 9a-9e muestran datos para la expresion de transcritos primarios de miR-1 y miR-133 en musculo
cardiaco y esquelético.

La Figura 9a es un diagrama que muestra genes de miR-1 y miR-133 agrupados en los cromosomas 2 y 18 de raton.
Las sondas usadas para transferencias Northern se denotan en las Figuras 9b-9e.

Las Figuras 9b-9e muestran datos de analisis de transferencia Northern de la expresion de transcritos primarios para
miR-1 (Figuras 9c y 9e) y miR-133 (Figuras 9b y 9d) del cromosoma 2 (Figuras 9d y 9e) y el cromosoma 18 (Figuras
9b y 9c). Se usaron 20 pg de ARN total de los tejidos de raton adulto indicados.

Las Figuras 10a-10g proporcionan datos que muestran que el potenciador de miR-1 y miR-133 puede dirigir la
expresion del gen indicador en musculo cardiaco y esquelético.

La Figura 10a muestra datos de Xenopus laevis transgénico para la secuencia gendomica de miR-1 y miR-133 de
raton ligada a dsRed que ilustra la expresion de somitas (flechas S) en la etapa 28.

La Figura 10b muestra Xenopus laevis transgénico (Tg) que lleva un transgén que contiene miR-1 y miR-133 en la
etapa 46 (embridn inferior) y control negativo (no transgénico, Ct, embridén superior) bajo campo brillante.

La Figura 10c es una fotografia de los mismos embriones que se muestran en la Figura 10b bajo fluorescencia.

La Figura 10d es una fotomicrografia de aumento de alta potencia del embridn transgénico en la Figura 10b bajo
campo brillante que muestra la expresion del transgén en el corazén (flechas H) y arcos branquiales (flechas BA).

La Figura 10e es una fotomicrografia de aumento de alta potencia del embrién transgénico en la Figura 10b bajo
fluorescencia que muestra la expresion del transgén en el corazon (flechas H) y arcos branquiales (flechas BA).

La Figura 10f es una fotomicrografia de aumento de alta potencia de un embriéon transgénico en la etapa 46 que
muestra la expresion del transgén en las somitas (flechas S).

La Figura 10g muestra secuencias genémicas de ADN (SEQ ID N° 82) del potenciador de miR-1/133 del
cromosoma 2 de raton. Estan marcados un sitio MEF2 putativo y la caja CArG, y se indican las mutaciones
introducidas en estos sitios.

Las Figuras 1la — 11h muestran datos que demuestran la represion de un sensor de miR-133 por miR-133 en
células C2C12. Las células C2C12 que expresan establemente el sensor de miR-133 se transfectaron con vectores
de expresion para GFP (control), miR-133 natural (miR-133), miR-133 mutante (miR-133mut) en los que se habia
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mutado la secuencia “semilla”, o una combinacién del vector de expresién de miR-133 y 2'-O-metiloligonucleétidos
antisentido (miR-133 + 2'-O-metilo). Las células se transfirieron a medio de diferenciacién durante 12 h y se
obtuvieron imagenes usando contraste de fases (P/C) (Figuras 11a — 11d) o fluorescencia para mostrar la expresién
del gen indicador dsRed (Figuras 11e — 11h). Las células de cada condicion se recogieron y la expresion del gen
indicador dsRed se cuantificé usando analisis de FACS (paneles inferiores). El area blanca bajo la linea denota la
autofluoresceina de la célula y el area rayada bajo la linea indica la expresién de ds-Red.

La Figura 12 muestra secuencias de los sitios diana de miR-1 y miR-133 en 3' UTR de genes HDAC4 y SRF. Panel
superior: secuencias de 3' UTR de HDAC4 de especies vertebradas conservadas: ser humano (SEQ ID Ne°: 24),
chimpancé (SEQ ID N°: 25), ratén (SEQ ID N°; 26), rata (SEQ ID N°: 27), perro (SEQ ID N°: 28) y pollo (SEQ ID Ne:
29), y su alineamiento con miR-1 (SEQ ID N°: 1) y miR-206 (SEQ ID N°: 3). Panel inferior: secuencias de 3' UTR de
SRF de ser humano (SEQ ID N° 30 y 31) y rata (SEQ ID N° 32 y 33) y su alineamiento con miR-133. Las
secuencias de nucleétidos conservadas se enumeran en mayusculas.

La Figura 13 representa un modelo de biogénesis de miARN. (A) pri-miARN se transcriben en el nucleo por ARN
polimerasa Il y (B) se procesan por Drosha a pre-miARN que contienen un tallo-bucle. (C) La exportina-5 reconoce el
oligonucledtido protuberante en 3' dejado por Drosha y exporta pre-miARN al citoplasma, en el que (D) Dicer escinde
pre-miARN por debajo del tallo-bucle para producir un daplex de ~ 22 nucleétidos. (E) Una Unica cadena se
incorpora en RISC, que (F) reconoce secuencias complementarias dentro de las regiones sin traducir de 3' de ARNm
y regula la expresién génica por supresion traduccional o escision de ARNm.

Las Figuras 14a-14c representan la genémica de miR-208. La Figura 14a muestra que una secuencia de miR-208
precursora de ratén (SEQ ID N°: 34) se pliega usando mFold y con la secuencia de miR-208 (SEQ ID N°: 4) madura
a la derecha. La Figura 14b muestra un alineamiento de secuencias de secuencias del precursor de miR-208 de
raton (SEQ ID N°: 35), rata (SEQ ID N°: 36) y ser humano (SEQ ID N°: 37). La secuencia de miR-208 madura se
muestra en la parte derecha superior de la Figura 14A. Los asteriscos denotan conservacion de secuencia perfecta.
La Figura 14c muestra que miR-208 se origina de un intrén de alfa-MHC. miR-208 de ratdn se localiza dentro del
intron 29 de a-MHC. Similarmente, miR-208 humano se encuentra dentro del intron 28 de a-MHC.

Las Figuras 15a — 15¢ muestran datos que demuestran que miR-208 esta regulado por el desarrollo. EI ARN total de
diferentes tejidos de raton se transfirio y se sond6 con un oligodesoxinucleétido radiomarcado en 5' complementario
a miR-208. La carga igual de ARN total sobre el gel se verificd por tincion con bromuro de etidio antes de la
transferencia.

La Figura 15a muestra datos que demuestran que miR-208 es especifico para cardiaco. La sefial superior es el
transcrito de pre-miR-208, mientras que la sefial inferior es la forma madura de 22 nt.

La Figura 15b muestra datos de la expresion de miR-208 en tejidos de ratdn neonato con respecto a musculo
cardiaco y esquelético adulto.

La Figura 15c muestra datos de la expresién de miR-208 en diversos tejidos de ratones E13,5 y E16,5 con respecto
a musculo cardiaco y esquelético adulto.

Las Figuras 16a y 16b muestran datos de la expresién de miR-208 ectdpica en cardiomiocitos. La Figura 16a
muestra una transferencia de Northern preparada a partir de cardiomiocitos infectados con Ad-GFP o Ad-208
sondados usando oligonucledtido antisentido de miR-208 radiomarcado. La Figura 16b muestra micrografias
epifluorescentes de cardiomiocitos infectados a MOI 1y 10.

La Figura 17 muestra un diagrama de un sistema transgénico condicional desvelado en este documento. Se utilizan
dos lineas independientes de lineas transgénicas de ratones: una que expresa proteina de fusion tTA-VP16 bajo el
control del promotor de a-MHC y una segunda linea que aloja el transgén miR-208 bajo el control de un promotor
minimo del CMV. El promotor minimo del CMV tiene varias repeticiones del operén de tetraciclina (tetO) localizado
directamente en la direccion 5'. Las dos lineas se crian juntas y dan, asumiendo un patrén de herencia mendeliana,
1 de 4 ratones que son transgénicos dobles. Si la doxiciclina (DOX) se administra a un raton transgénico doble, la
proteina tTA-VP16 se une por DOX y se inhibe la transcripcion de miR-208. Si la DOX esté ausente, la proteina tTA
se une al concatémero tetO, que permite que el dominio de VP16 induzca la transcripcién de miR-208 del promotor
minimo del CMV. La expresion génica diana especifica para cardiaco puede activarse o desactivarse mediante la
adicion o extraccion de DOX. Adaptado de James y col. Am J Physiol 273: H2105-H2118, incorporado en este
documento por referencia.

Las Figuras 18A-18C son gréficas y un alineamiento de secuencias que muestran datos que demuestran que miR-
208 elige Thrapl como diana. Los indicadores de luciferasa con una secuencia de miR-208 antisentido (sensor de
mir-208), o 3' UTR de hemoglobina-B (Hbb) y hormona tiroidea asociada a la proteina 1 (Thrap1) (Figura 18A) o
cuatro copias de sitios de unién de miR-208 putativos de 3' UTR de Thrap 1 (Figura 18B) se unieron directamente en
la direccion 3' del gen de luciferasa y se co-transfectaron con cantidades crecientes de miR-208 de pCDNAN3.1 en
células 293T. El sensor de miR-208, los indicadores de Thrapl y 4x Thrapl se reprimieron ambos de un modo
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dependiente de la dosificacion, mientras que el control negativo CSNK no cambi6 significativamente. La Figura 18C
muestra la secuencia de miR-208 madura (SEQ ID N°: 4) unida al sitio diana de miR-208 predicho dentro de la 3'
UTR del gen Thrapl humano (SEQ ID N°: 38) y de raton (SEQ ID N°: 39). Obsérvese la region semilla diana
perfectamente conservada dentro de ambas dianas predichas (los nucledtidos 2° a 8° en el extremo 5' de miR-208).

La Figura 19 muestra un modelo de regulacion de miR-208 del cambio de isoforma de la cadena pesada de miosina
cardiaca. Los receptores de la hormona tiroidea nuclear (TR) se unen a secuencias de elementos de receptores
tiroideos (TRE) dentro de los promotores de los genes a-MHC y 3-MHC. EI promotor de a-MHC contiene un TRE
completo unido por dos TR, mientras que B-MHC se ha unido por un Unico TR a medio TRE. Los monémeros y
dimeros de TR pueden ambos heterodimerizarse con el complejo de TRAP, un cofactor de TR. La hormona tiroidea
(Ts) se une a TR e inhibe la transcripcion de B-MHC, a la vez que induce la expresién de a-MHC. miR-208 se
expresa simultaneamente con proteina de a-MHC y se predice que regula la traduccion de Thrapl, la mayor
subunidad del complejo de TRAP. Se cree que miR-208 es un componente de un bucle de retroalimentacion
negativo que regula la expresion de la isoforma de la cadena pesada de la miosina cardiaca inhibiendo la
sefalizacion de Ta.

Las Figuras 20A y 20B muestran datos del analisis de matrices de miARN de musculo esquelético
lesionado/regenerado. La Figura 20A muestra datos de miARN que se regulan por disminucion en musculo
lesionado. La Figura 20B muestra datos de miARN que estan regulados por incremento en musculo lesionado.

La Figura 21 enumera secuencias a modo de ejemplo para SEQ ID N°: 6-9.

La Figura 22 muestra datos que demuestran la expresion de miR-1 en la diferenciacién de células satélite de
musculo esquelético usando un sensor de miARN. Se indujeron células satélite que expresan establemente el
sensor de miR-1 (dsRed: : miR-1) o el sensor mutante (dsRed: : miR-1-Mut) para diferenciarse por transferencia en
el medio de diferenciacion, en el que bFGF se eliming, y se obtuvieron imagenes usando fluorescencia para mostrar
la expresion del gen indicador dsRed (dsRed: : miR-1) o la cadena pesada de miosina del gen del marcador de
diferenciacion muscular (MF20). La baja expresién de dsRed en las células diferenciadoras expresadas en sensor
indica la expresion de miR-1 en aquellas células. DAPI tifie los nucleos de las células.

Las Figuras 23A y 23B muestran datos que demuestran el establecimiento del sistema de expresién de miR-1/206
(Figura 23A) y sensor de miR-1/206 (Figura 23B). La Figura 23A muestra un diagrama de la construccion de
expresion para la expresion de miR-1/206 y una proteina de GFP (Figura 23A, panel izquierdo). El andlisis de
transferencia Northern muestra la expresion de miR-1 (Figura 23a, panel derecho). La Figura 23B demuestra la
represion de un sensor de miR-1/206 por miR-1 en células 293. La células 293 que expresan establemente el sensor
de miR-1/206 se transfectaron con vector de expresion para miR-1/206 (SDSA: : miR-1), y se obtuvieron imagenes
usando contraste de fases (célula 293) o fluorescencia para mostrar la expresién del gen indicador dsRed (dsRed: :
miR-1) o miARN: : GFP (SDSA: : miR-1) o solapar ambas (recubrimiento). Obsérvese que la expresién del sensor de
dsRed y miR-1 es exclusiva, que indica que miR-1 reprime especificamente la expresion del indicador del sensor.

Las Figuras 24A y 24B representan datos que muestran la represion de 3'UTR de Pax7 y BDNF por miR-1/206. La
Figura 24A es un alineamiento de secuencias de UTR de Pax7 de ratén (SEQ ID N°: 40-41) con MiR-1 (SEQ ID N°:
1) y miR-206 (SEQ ID Ne°: 3). La Figura 24B desvela graficas que muestran indicadores de luciferasa que contienen
tanto 3' UTR de Pax7 de ratén (Luc-Pax7: : UTR) como su mutante (Luc-Pax7: : UTR-M) o 3' UTR de BDNF (Luc-
BDNF: : UTR) o su mutante (Luc-BDNF: : UTR-M) se co-transfectaron con los vectores de expresion de miARN
indicados. La actividad de luciferasa se determind 48 h después de la transfeccion. Los datos representan la media +
d.e. de al menos tres experimentos independientes por duplicado. Obsérvese que miR-1/206 reprime fuertemente la
expresion de indicadores de 3' UTR de Pax7 y BDNF.

Las Figuras 25A-25C muestran que miR-1/206 inhibe la expresion de Pax7, pero no de Pax3, en células satélite. La
Figura 25A es un analisis de transferencia Northern de la expresion de Pax7 que demuestra que los niveles de
transcritos de ARNm de Pax7 no son inhibidos por 3' UTR. La Figura 25B es un analisis de transferencia Western
gue demuestra que el nivel de proteina de Pax7, pero no de Pax3, es menor en células satélite expresadas en
exceso por miR-1/206. La Figura 25C muestra imagenes obtenidas usando contraste de fases (paneles de
fases/contraste) o fluorescencia para mostrar la expresion de las proteinas Pax7 o Pax3 (paneles de Pax7 y Pax3) o
miARN: : GFP (paneles de SDSA: : miR-1/206) o el recubrimiento (paneles de recubrimiento) en células satélite de
musculo esquelético. Obsérvese que la expresion de Pax7, pero no la de Pax3, se inhibe por miR-1/206.

La Figura 26 muestra que miR-1/206 inhibe la expresion de BDNF, pero no de GDNF, en células satélite. Se
obtuvieron imagenes usando contraste de fases (paneles de fases/contraste) o fluorescencia para mostrar la
expresion de las proteinas de BDNF o GDNF (paneles de BDNF y GDNF) o miARN: : GFP (paneles SDSA: : miR-
1/206) o recubrimiento (paneles de recubrimiento) en células satélite de musculo esquelético. Obsérvese que la
expresion de BDNF, pero no de GDNF, se inhibe por miR-1/206.

Las Figuras 27A y 27B muestran que miR-1/206 inhibe la proliferacién de células satélite. La Figura 27A muestra
imagenes de células satélite obtenidas usando contraste de fases o fluorescencia para mostrar el indice de
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proliferacién celular como se marca por BrdU (paneles de BrdU) o miARN: : GFP (panel de SDSA: : miR-1 + 206).
Se observaron menos células positivas para BrdU en células satélite expresadas en exceso por miR-1/206. La
Figura 27B es una grafica que muestra los resultados de experimentos en los que células tefiidas positivas para
BrdU se contaron en células de control y expresadas en exceso por miR-1/206 y los datos se presentan como la
relacién de células positivas para BrdU frente a células totales.

Las Figuras 28A y 28B muestran que miR-1/206 potencia la diferenciacion de células satélite. Las Figuras 28A 'y 28B
muestran los resultados de experimentos en los que células satélite expresan establemente en exceso tanto miR-
1/206 (SDSA-miR-1 + 206) como GFP (control), luego se transfirieron a medio de diferenciacion, en el que bFGF se
elimind, durante 24 h (Figura 28A) o 48 h (Figura 28B) antes de la inmunotincion para la cadena pesada de la
miosina (MyHC). Obsérvese la tincion potenciada de MyHC en células expresadas en exceso por miR-1/206. DAPI
marca nucleo de células.

La Figura 29 es una gréafica que muestra los resultados de experimentos en los que la expresién en exceso de miR-
1/206 potencia la diferenciacion cinética de células satélite. Las células satélite que expresan en exceso tanto miR-
1/206 (m) como GFP (control; 4) se cultivaron en medio de crecimiento o se transfirieron a medio de diferenciacion,
en el que bFGF se elimind, a diferentes momentos de tiempo (0, 12, 24, 36 y 48 h) y se puntuaron las células
positivas para la cadena pesada de la miosina (MyHC). Los resultados estuvieron presentes como relaciones de
células positivas para MyHC frente a células totales.

La Figura 30 muestra un modelo para miR-1/206 en la regulaciéon de la proliferacion y diferenciacion de células
satélite de musculo esquelético.

BREVE DESCRIPCION DE LAS TABLAS
[0015] La Tabla 1 es una lista de las abreviaturas de nucle6tidos de una letra usadas en este documento.

[0016] La Tabla 2 muestra el efecto sobre la proliferacion y diferenciaciéon miogénica por miR-1y miR-133. Los
mioblastos C2C12 cultivados en medio de crecimiento (MC) se electroporaron con duplex de miARN bicatenario o 2’-
O-metiloligonucledtidos antisentido para miR-1, miR-133 o GFP como control negativo. 36 h después, el MC se
sustituyd con medio de diferenciacion (MD) durante 8, 12 y 24 h y las células se fijaron para analisis de
inmunohistoquimica usando anticuerpos contra miogenina, fosfo-histona H3 y cadena pesada de miosina (MHC).
Las células positivas se contaron de 5000 células tefiidas con DAPI del campo elegido al azar. Los ensayos se
realizaron independientemente tres veces con resultados comparables.

[0017] La Tabla 3 enumera los nombres y secuencias de oligonucleétidos desvelados en este documento.
BREVE DESCRIPCION DE LA LISTA DE SECUENCIAS

[0018] La lista de secuencias desvela, entre otros, las secuencias de diversos miARN, especificamente miR-1,
miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-29, miR-30, miR-128, miR-143 y miR-145 (SEQ ID N°: 1-11,
respectivamente), ademas de secuencias de polinucledtidos adicionales desveladas en este documento. En algunos
casos, las secuencias de ARN se presentan en forma de ADN (es decir, presente con timidina en lugar de uracilo),
se entiende que estas secuencias también pretenden corresponderse con los transcritos de ARN de estas
secuencias de ADN (es decir, con cada T sustituida con un U).

DESCRIPCION DETALLADA

[0019] En este documento se desvela la determinacién de que miARN particulares pueden modular la
expresion de genes especificos en miocitos que afectan la diferenciacion y/o proliferacion de los miocitos. Este
descubrimiento tiene aplicaciones terapéuticas, como se desvela en este documento, que incluye tratar lesiones
musculares que tienen una amplia variedad de causas tales como, por ejemplo, traumatismo muscular mecanico,
trastornos degenerativos musculares y lesion cardiaca. La aplicacion de los descubrimientos desvelados en este
documento incluye adicionalmente modular la expresion de uno o mas genes especificos en miocitos utilizando
mMiARN que tienen especificidad por los genes y, a su vez, modular la funcionalidad de los miocitos tal como, por
ejemplo, diferenciacion y/o proliferacion de los miocitos. Los miARN cubiertos por la materia presentemente
desvelada incluyen miARN-1 y miARN-133. miARN-1 (miR-1) y miARN-133 (miR-133), que estan agrupados en los
mismos loci cromosomicos, se transcriben juntos de un modo especifico para tejido durante el desarrollo. miR-1 y
miR-133, cada uno de los cuales desempenia distintas funciones en la modulacioén de la proliferacion y diferenciacion
de musculo esquelético, se cultivaron en mioblastos in vitro y en embriones de Xenopus in vivo. miR-1 promueve la
miogénesis eligiendo como diana histona desacetilasa 4 (HDAC4), un represor transcripcional de la expresion
génica de musculo. A diferencia, miR-133 potencia la proliferacion de mioblastos reprimiendo el factor de respuesta
al suero (SRF). Los resultados revelan por primera vez que dos miARN maduros, derivados del mismo policistron de
miARN vy transcritos juntos, pueden realizar distintas funciones bioldgicas. Por tanto, la presente divulgacion
proporciona mecanismos moleculares en los que los miARN participan en circuitos transcripcionales que controlan la
expresion génica del muasculo y el desarrollo embrionario.
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[0020] La expresion de Thrapl es probablemente regulada por miR-208 que no se encuentra bajo las
presentes reivindicaciones. La 3' UTR de Thrapl contiene dos sitios de unién a miR-208 predichos (Figura 18). Las
dos dianas se localizan -80 pb en la direccion 3' del codén de terminaciéon de Thrapl y estan separadas entre si sélo
~50 pb. Ambas dianas son perfectamente complementarias a la regiéon semilla de miR-208. El gen Thrapl codifica
TRAP240, una subunidad de 240 kd del complejo de TRAP (proteina de receptor de la hormona tiroidea) que se
expresa ubicuamente. TRAP es un complejo de proteina de multisubunidad que es un coactivador de receptores
nucleares y los miembros de la familia TRAP son importantes para el desarrollo apropiado. Por tanto, miR-208
puede regular la produccion de TRAP240 y promover la diferenciacion de cardiomiocitos dependiente de hormona.

|. Consideraciones generales

[0021] Se descubri6 inesperadamente que el primer miARN descrito, el gen lin-4, que controla el momento
adecuado del desarrollo larval de C. elegans, producia un ARN no codificante de 21 nucleétidos de longitud que
suprimia la expresion de lin-14 de proteinas sin afectar notablemente los niveles de ARNm de lin-14. E encontro ue
este ARN pequefio elegia como diana sitios complementarios en la regién sin traducir de 3' (UTR) de lin-14*%%°,
Aungue este fendmeno se traté inicialmente como una rareza genética y practicamente se ignord, ahora se aprecia
que existen cientos de ARN pequefios, ahora llamados miARN, similares a lin-4 en los genomas de especies
divergentes y regulan la traduccion de ARNm complementario. Aunque informes recientes sugieren funciones para
algunos miARN en procesos bioldgicos sorprendentemente diversos, la mayoria sigue estando en buena parte sin
caracterizar.

|.A. Biogénesis y mecanismo de miARN

[0022] En la Figura 13 se representa un modelo general para la biogénesis de miARN. Los miARN maduros
tienen ~ 22 nucledtidos (nt) de longitud que se procesaron a partir de transcritos mas largos®**?. Los miARN
primarios (pri-miARN) pueden transcribirse por ARN Pol Il como unidades transcrlpmonales |ndependlentes o}
pueden originarse a partir de intrones cortados y empalmados de genes huesped La ruta de procesamiento de
miARN puede empezar con la escision nuclear de pri-miARN por la ARNasa Il endonucleasa Drosha, que produce
un precursor de miARN (pre-miARN) intermedio de ~ 70 nt de longitud que tiene una estructura de tallo-bucle®. La
exportina-5 reconoce el corte en blsel dejado por la escision de Drosha y exporta el pre-miARN al citoplasma de un
modo dependiente de Ran-GTP**®. Una vez en el citoplasma, ambas cadenas del pre-miARN pueden escmdlrse
por Dicer, otra enzima ARNasa lll, aproximadamente dos giros helicoidales desde la base del tallo- bucle® . El
duplex de ARN ~ 22mero resultante es liberado por Dicer y un brazo de un Unico tallo puede incorporarse en RISC
(complejo de silenciamiento inducido por ARN). RISC es un complejo de ribonucleoproteina que contiene miembros
de la familia de las proteinas Argonauta y factores accesorios, junto con una diana de miARN y ARNm. Se cree que
las estabilidades térmicas relativas del duplex de tallo-brazo determinan qué cadena se incorpora en RISC: la
cadena que entra en RISC es frecuentemente aquella cuyo extremo 5' es menos estable®*®. La inhibicién de la
traduccion esta mediada por la complementariedad de miARN con secuencia(s) diana dentro de Ia 3'UTR del ARNm
diana por un mecanismo todavia desconocido®®. Generalmente, la complementariedad imperfecta produce la
supresmn de la traduccion, mientras que la complementariedad perfecta o casi perfecta produce la escision de
ARNM®. Muchos aspectos de la biogénesis de miARN, trafico, ensamblaje de RISC y el mecanismo de la funcién de
RISC esperan aclaracion; sin embargo, estudios funcionales de miARN especificos y andlisis genéticos y
bioquimicos de los componentes de la ruta de miARN han mostrado que los miARN son importantes en diversos
procesos bioldgicos.

I.B. miARN en desarrollo

[0023] El desarrollo de un organismo pluricelular requiere control espacial y temporal de las rutas genéticas.
Se propone que los miARN controlan o ajustan aquellas rutas complejas por regulacion postranscripcional de genes
diana. Un enfoque para determinar la necesidad de miARN en el desarrollo animal ha sido crear mutaciones en
Dicer, una enzima en la direccion 5' requerida para el procesamiento de miARN a su forma activa madura. Se cree
gue los vertebrados solo tienen una Unica co |a de Dicer, que probablemente se requiere para procesar
completamente todo los mlARN de vertebrado®®*®. En ratones, la ablacion de la funcion de Dicer produjo letalidad
en el dia embrionario (E) 7, 5%, Los ratones nulos para Dicer no expresaron el marcador T de la linea primitiva
(brachyury), que indica que el desarrollo fue probablemente detenido antes de que el cuerpo se configurara durante
la gastrulaciéon. La diminucidon del tamafio de las extremidades y el aumento de la muerte celular programada
resultaron de la pérdida condicional de la funcion de Dicer especificamente en el mesodermo de las extremidades de
raton’. El bloqueo completo de la formacién de miARN en pez cebra produciendo mutantes de Dicer cigoticos
maternos reveld que la pérdida de miARN no afectd la formacién del eje o el modelado de muchos tipos de células
en los embriones. Sin embargo, la morfogénesis durante la gastrulacion, formauon del cerebro, somitogénesis y
desarrollo del coraz6n demostraron todos ser anormales y produjeron letalidad . En conjunto, los andlisis genéticos
de la funcién de Dicer sugieren que se requieren miARN maduros para el desarrollo apropiado. Los estudios que
eliminan toda la funcién de miARN son informativos; sin embargo, también son herramientas directas y no
proporcionan la oportunidad de ver las funciones precisas de miARN especificos.
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I.C. Funciones biolégicas de miARN especificos

[0024] Hay una cantidad creciente de pruebas que sugieren que los miARN participan en diversos procesos
bioldgicos. En células de islote pancreaticas, la expresion en exceso de miR-375 suprimié la secrecion de insulina
inducida por glucosa, mientras que la inhibicion de miR-375 enddgeno potencié la secrecion de insulina’. Una
estrategia de expresion en exceso e inhibicion similar identificd una funcién para miR-143 en la diferenciacion de
adipocitos mediante la regulacion de la expresion de proteinas ERK5™ En otro ejemplo, un gen de miARN
policistrénico que codifica 5 miARN se Ii%c’) a tumorigénesis”. Se han propuesto otras funciones para miARN en
hematopoyesis’, diferenciacién neuronal”®’” y regulacién de la expresién génica de Hox"®".

[0025] Ahora hay mas de 300 miARN humanos conocidos; sin embargo, sélo un pufiado tiene alguna funcién
biolégica asignada. Se requieren estudios de miARN especificos para el entendimiento de la prevalencia y la
importancia de la regulacion mediada por miARN en el desarrollo y la patologia. La materia presentemente
desvelada proporciona por primera vez una funcion para miARN en la regulacién de la diferenciacion y proliferacion
muscular.

I.D. miARN en el desarrollo del corazén

[0026] La cardiogénesis requiere el control preciso de diferentes programas genéticos, por tanto, es
interesante especular que miARN enriquecidos en cardiaco diferencialmente expresados podrian ayudar a regular
aquellas rutas complejas. Tales patrones de expresion especificos para tejido se desvelan en este documento por la
materia presentemente desvelada para varios miARN. miR-1 y miR-133 se expresan en tejido de musculo tanto
esquelético como cardiaco, mientras que miR-208 se detecta Unicamente en tejido de musculo cardiaco. Antes de la
presente divulgacion, las funciones de estos miARN especificos para musculo no estaban claras.

I.E. Identificacién de dianas de miARN

[0027] La identificacion de dianas de miARN especificos facilita el entendimiento de su funcion precisa en las
rutas reguladoras. La mayoria de los miARN de animal son imperfectamente complementarios a su sitio diana, que
se frustra usando simples busquedas de homologia para identificar sitios diana de miARN de animal. Para superar
este obsticulo se han desarrollado varios procedimientos computacionales que incorporan conservacion de
secuencias Y, caracteristicas de dianas de miARN conocidas como criterios para predecir nuevas dianas de miARN
de animal®*®. Por ejemplo, algunos algoritmos tienen en cuenta que la mayoria de los miARN han presentado alta
complementariedad entre el segundo y el octavo nucleétido dentro de sitios diana validados, que se llama la region
‘'semilla’. Otros algoritmos no, ya que, en algunos casos, la complementariedad en el extremo 3' de un miARN puede
compensar la débil union del extremo 5'. Estos algoritmos también alinean predicciones por conservacion de
secuencias diana a través de dos o mas especies con respecto a regiones flanqueantes. Estos tipos de enfoques
computacionales han predicho satisfactoriamente algunos sitios diana de miARN de mamifero. Las predicciones
producidas por cualquier miARN particular casi contienen ciertamente positivos falsos. Sin embargo, las predicciones
son extremadamente Utiles como generadores de hipétesis. Cualquier prediccion puede verificarse
experimentalmente y disponerse en un contexto bioldgico relevante.

I.F. Significancia

[0028] Actualmente hay varias areas activas en la investigacion de miARN que buscan entender los
mecanismos moleculares precisos detras de la represion dirigida por miARN, desarrollar mejores herramientas para
analizar la expresion de miARN e identificar sitios diana, y determinar funciones biolégicamente relevantes para
miARN especificos dentro de rutas reguladoras.

[0029] El desarrollo y la patologia del corazon estan intimamente ligados a la regulaciéon de rutas genéticas
complejas, y se han realizado grandes esfuerzos por intentar entender estas rutas. La mayoria de los estudios se
han basado en la funcidén de factores de transcripcion y secuencias potenciadoras reguladoras segun se requiera
para la transcripcion del gen cardiaco. La regulacion de la expresién del gen cardiaco ha demostrado ser bastante
compleja, estando controlados los genes cardiacos individuales por miultiples potenciadores independientes que
dirigen patrones de expresion muy restringidos en el corazén. Posiblemente, los miARN han aumentado
espectacularmente su complejidad afiadiendo incluso adicionalmente otra capa de regulacion al nivel
postranscripcional. La materia presentemente desvelada proporciona, en parte, un nuevo entendimiento de cémo
esta regulada la expresién génica del musculo cardiaco y esquelético y desvela aplicaciones terapéuticas y de
investigacion para los descubrimientos. Ademas, los descubrimientos relacionados con el control de miARN de la
diferenciacion y proliferacion de miuisculo desvelada en este documento también sirve de modelo para el
entendimiento de la funciéon de miARN en otras rutas.

1I. Definiciones
[0030] Por comodidad, aqui se recogen ciertos términos empleados en la memoria descriptiva, ejemplos y

reivindicaciones adjuntas. Aunque se cree que los siguientes términos son bien entendidos por un experto en la
materia, las siguientes definiciones se exponen para facilitar la explicacion de la materia presentemente desvelada.
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[0031] A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este
documento tienen el mismo significado que cominmente es entendido por un experto en la materia a la que
pertenece la materia presentemente desvelada. Aunque en la practica o prueba de la materia presentemente
desvelada pueda usarse cualquier procedimiento, dispositivo y material similar o equivalente a aquellos descritos en
este documento, ahora se describen procedimientos, dispositivos y materiales representativos.

[0032] Siguiendo el antiguo convenio de leyes de patente, los términos “un”, “una”, “el’ y “la” se refieren a “uno
o0 mas” cuando se usan en la presente solicitud, que incluye las reivindicaciones. Por tanto, lo articulos “un”, “una”,
“el” y “la” se usan en este documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a al menos uno) del objeto

gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” se refiere a un elemento o a mas de un elemento.

[0033] Como se usa en este documento, el término “aproximadamente”, cuando se refiere a un valor o a una
cantidad de masa, peso, tiempo, volumen, concentracion o porcentaje, pretende englobar variaciones en algunas
realizaciones de + 20 % o + 10 %, en algunas realizaciones de £ 5 %, en algunas realizaciones de + 1 %, en algunas
realizaciones de + 0,5 % y en algunas realizaciones de + 0,1 % de la cantidad especificada, ya que tales variaciones
son apropiadas para poner en practica la materia presentemente desvelada. A menos que se indique lo contrario,
debe entenderse que todos los nimeros que expresan cantidades de componentes, condiciones de reaccion, etc.
usados en la memoria descriptiva y reivindicaciones estdn modificados en todos los casos por el término
“aproximadamente”. Por consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los pardmetros numéricos expuestos en
esta memoria descriptiva y reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las
propiedades deseadas que se busca obtener por la materia presentemente desvelada.

[0034] Como se usa en este documento, los términos “aminoacido” y “residuo de aminoacido” se usan
indistintamente y se refieren a cualquiera de los veinte amino&cidos que se producen naturalmente, ademas de a
andlogos, derivados y congéneres de los mismos; analogos de aminoacidos que tienen cadenas laterales variantes;
y todos los estereoisémeros de cualquiera de los anteriores. Por tanto, el término “aminoéacido” pretende englobar
todas las moléculas, tanto sin son naturales como sintéticas, que incluyen tanto una funcionalidad amino como una
funcionalidad &cido y que pueden incluirse en un polimero de aminoacidos que se producen naturalmente.

[0035] Un aminoéacido puede formarse tras digestion quimica (hidrélisis) de un polipéptido en sus enlaces
peptidicos. Los residuos de aminoacidos en este documento se describen en algunas realizaciones en la forma
isomérica “L”. Sin embargo, los residuos en la forma isomérica “D” pueden estar sustituidos por cualquier residuo de
L-aminoécido, en tanto que la propiedad funcional sea retenida por el polipéptido. NH- se refiere al grupo amino libre
presente en el extremo amino de un polipéptido. COOH se refiere al grupo carboxi libre presente en el extremo
carboxi de un polipéptido. De acuerdo con la nomenclatura de polipéptidos convencional, las abreviaturas para
residuos de aminoacidos se muestran en la forma tabulada presentada anteriormente en este documento.

[0036] Se observa que todas las secuencias de residuos de aminoacidos representadas en este documento
por las formulas tienen una orientacion de izquierda a derecha en la direccion convencional de extremo amino a
extremo carboxi. Ademas, los términos “aminoacido” y “residuo de aminoacido” se definen ampliamente para incluir
aminoacidos modificados e inusuales.

[0037] Ademas, se observa que un guién al principio o final de una secuencia de residuos de aminoacidos
indica un enlace peptidico con otra secuencia de uno o mas residuos de aminoacidos o un enlace covalente con un
grupo del extremo amino tal como NH> o acetilo o con un grupo del extremo carboxi tal como COOH.

[0038] Como se usa en este documento, el término “célula” se usa en su sentido bioldgico usual. En algunas
realizaciones, la célula esta presente en un organismo, por ejemplo, un sujeto vertebrado. La célula puede ser
eucariota (por ejemplo, un miocito tal como un miocito esquelético o un miocito cardiaco) o procariota (por ejemplo,
una bacteria). La célula puede ser de origen somatico o de la linea germinal, totipotente, pluripotente o diferenciada
a cualquier grado, divisora o no divisora. La célula también puede derivarse de o puede comprender un gameto o
embrion, un citoblasto o una célula completamente diferenciada.

[0039] Como se usa en este documento, los términos “células huésped” y “células huésped recombinantes” se
usan indistintamente y se refieren a células (por ejemplo, miocitos) en las que pueden introducirse las composiciones
de la materia presentemente desvelada (por ejemplo, un vector de expresion que codifica un miARN). Ademas, los
términos no sélo se refieren a la célula particular en la que inicialmente se introduce una construccion de expresion,
sino también a la progenie o posible progenie de una célula tal. Debido a que ciertas modificaciones pueden
producirse en generaciones sucesivas debido a cualquier mutacion o influencias medioambientales, tal progenie
podria, en realidad, no ser idéntica a la célula parental, pero todavia estan incluidas dentro del alcance del término
como se usa en este documento.

[0040] Como se usa en este documento, el término “gen” se refiere a un acido nucleico que codifica un ARN,
por ejemplo, secuencias de acidos nucleicos que incluyen, pero no se limitan a: genes estructurales que codifican un
polipéptido. El término “gen” también se refiere ampliamente a cualquier segmento de ADN asociado a una funcién
biolégica. Como tal, el término “gen” engloba secuencias que incluyen, pero no se limitan a: una secuencia
codificante; una region promotora; una secuencia reguladora de la transcripcion; un segmento de ADN no expresado
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que es una secuencia de reconocimiento especifica para proteinas reguladoras; un segmento de ADN no expresado
que contribuye a la expresion génica tal como, por ejemplo, un segmento de ADN que puede transcribirse en una
regioén sin transcribir de 3' de un ARNm que a su vez es elegido como diana y se une por miARN a modo de ejemplo
de la materia presentemente desvelada; un segmento de ADN disefiado para tener parametros deseados; o
combinaciones de los mismos. Un gen puede obtenerse mediante una variedad de procedimientos que incluyen
clonacién de una muestra biolégica, sintesis basada en informacioén de secuencia conocida o predicha y derivacion
recombinante de una o mas secuencias existentes.

[0041] Como se entiende en la materia, un gen normalmente comprende una cadena codificante y una
cadena no codificante. Como se usa en este documento, los términos “cadena codificante” y “cadena sentido” se
usan indistintamente y se refieren a una secuencia de acidos nucleicos que tiene la misma secuencia de nucleétidos
gue un ARNm del que se traduce el producto génico. Como también se entiende en la materia, cuando la cadena
codificante y/o cadena sentido se usan para referirse a una molécula de ADN, la cadena codificante/sentido incluye
residuos de timidina en lugar de residuos de uridina encontrados en el ARNm correspondiente. Adicionalmente,
cuando se usa para referirse a una molécula de ADN, la cadena codificante/sentido también puede incluir elementos
adicionales no encontrados en el ARNm que incluyen, pero no se limitan a: promotores, potenciadores e intrones.
Similarmente, los términos “cadena molde” y “cadena antisentido” se usan indistintamente y se refieren a una
secuencia de &cidos nucleicos que es complementaria a la cadena codificante/sentido. Sin embargo, debe
observarse que para aquellos genes que no codifican productos de polipéptido, por ejemplo, un gen de miARN, el
término “cadena codificante” se usa para referirse a la cadena que comprende el miARN. En este uso, la cadena que
comprende el miARN es una cadena sentido con respecto al precursor de miARN, pero seria antisentido con
respecto a su ARN diana (es decir, el miARN se hibrida con el ARN diana debido a que comprende una secuencia
que es antisentido para el ARN diana).

[0042] Como se usa en este documento, los términos “complementariedad” y “complementario” se refieren a
un acido nucleico que puede formar uno o mas enlaces de hidrégeno con otra secuencia de acidos nucleicos por
tanto tipos de interacciones tradicionales de Watson-Crick como otros no tradicionales. En referencia a las moléculas
nucleicas de la materia presentemente desvelada, la energia libre de unién para una molécula de acido nucleico con
su secuencia complementaria es suficiente para permitir que continte la funcién relevante del acido nucleico, en
algunas realizaciones, actividad de ribonucleasa. Por ejemplo, el grado de complementariedad entre la cadena
sentido y antisentido de un precursor de miARN puede ser igual o diferente del grado de complementariedad entre la
cadena que contiene miARN de un precursor de miARN y la secuencia de acidos nucleicos diana. La determinacion
de las energias libres de union para moléculas de &cidos nucleicos es muy conocida en la técnica. Véase, por
ejemplo, Freier y col., 198631; Turner vy col., 1987%,

[0043] Como se usa en este documento, el término “complementariedad en porcentaje”, “identidad en
porcentaje” e “idéntico en porcentaje” se usan indistintamente en este documento y se refieren al porcentaje de
residuos contiguos en una molécula de &cido nucleico que puede formar enlaces de hidrégeno (por ejemplo,
apareamiento de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia de acidos nucleicos (por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9,
10 de las 10 siendo complementarias el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y el 100 %). Los términos “complementarios
el 100 %”, “completamente complementarios” y “perfectamente complementarios” indican que todos los residuos
contiguos de una secuencia de &cidos nucleicos pueden unirse a hidrégeno con el mismo ndmero de residuos
contiguos en una segunda secuencia de acidos nucleicos. Como los miARN tienen aproximadamente 17-24 nt, y
normalmente son tolerados hasta 5 desapareamientos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 6 5 desapareamientos) durante la
modulacion dirigida por miARN de la expresién génica, una complementariedad en porcentaje de al menos
aproximadamente el 70 % entre un miARN y el ARN que se elige como diana deberia ser suficiente para que el
miARN modulara la expresién del gen del que se derivo el ARN diana.

[0044] El término “expresion génica” se refiere generalmente a los procedimientos celulares por los que un
polipéptido biolégicamente activo se produce a partir de una secuencia de ADN y presenta una actividad biolégica
en una célula. Como tal, la expresion génica implica procedimientos de transcripcion y traduccion, pero también
implica procedimientos postranscripcionales y postraduccionales que pueden influir en una actividad bioldgica de un
gen o producto génico. Estos procedimientos incluyen, pero no se limitan a: sintesis, procesamiento y transporte de
ARN, ademas de sintesis de polipéptidos, transporte y modificacion postraduccional de polipéptidos. Adicionalmente,
los procedimientos que afectan las interacciones proteina-proteina dentro de la célula también pueden afectar la
expresion génica como se define en este documento.

[0045] Sin embargo, en el caso de genes que no codifican productos de proteina, por ejemplo, genes de
miARN, el término “expresion génica” se refiere a procedimientos por los que un miARN de precursor se produce a
partir del gen. Normalmente, este procedimiento se denomina en lo sucesivo transcripcion, aungue a diferencia de la
transcripcion dirigida por ARN polimerasa |l para genes que codifican proteina, los productos de transcripcion de un
gen de miARN no se traducen para producir una proteina. Sin embargo, la produccién de un miARN maduro a partir
de un gen de miARN esta englobada por el término “expresion génica” ya que ese término se usa en este
documento.

[0046] Como se usa en este documento, el término “aislado” se refiere a una molécula sustancialmente libre
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de otros acidos nucleicos, proteinas, lipidos, hidratos de carbono y/u otros materiales con los que estd normalmente
asociado, siendo tal asociacion tanto en material celular como en un medio de sintesis. Por tanto, el término “acido
nucleico aislado” se refiere a una molécula de acido ribonucleico o una molécula de acido desoxirribonucleico (por
ejemplo, un ADN gendmico, ADNc, ARNm, miARN, etc.) de origen natural o sintético o a alguna combinacién de los
mismos, que (1) no esta asociada a la célula en la que el “acido nucleico aislado” se encuentra en la naturaleza, o
(2) esta operativamente ligada a un polinucleétido con el que no esta ligado en la naturaleza. Similarmente, el
término “polipéptido aislado” se refiere a un polipéptido, en algunas realizaciones preparado a partir de ADN o ARN
recombinante, o de origen sintético, o algunas combinacion de los mismos, que (1) no esta asociado a proteinas con
las que normalmente se encuentra en la naturaleza, (2) se aisla de la célula en la que normalmente se produce, (3)
se aisla libre de otras proteinas de la misma fuente celular, (4) se expresa por una célula de una especie diferente o
(5) no se produce en la naturaleza.

[0047] El término “aislado”, cuando se usa en el contexto de una “célula aislada”, se refiere a una célula que
ha sido eliminada de su entorno natural, por ejemplo, como una parte de un 6rgano, tejido u organismo.

[0048] Como se usa en este documento, los términos “marca” y “marcado” se refieren a la unién de un resto,
gue puede detectarse por procedimientos espectroscépicos, radiolégicos y otros, con una molécula de sonda. Por
tanto, los términos “marca” o “marcado” se refieren a la incorporaciéon o unién, opcionalmente covalentemente o no
covalentemente, de un marcador detectable en una molécula, tal como un polipéptido. En la técnica se conocen
diversos procedimientos de marcado de polipéptidos y pueden usarse. Ejemplos de marcas para polipéptidos
incluyen, pero no se limitan a: las siguientes: radioisétopos, marcas fluorescentes, 4tomos pesados, marcas
enzimaticas o indicadores de genes, grupos quimioluminiscentes, grupos de biotinilo, epitopes de polipéptidos
predeterminados reconocidos por un indicador secundario (por ejemplo, secuencias del par de la cremallera de
leucina, sitios de unién para anticuerpos, dominios de unién a metal, marcas de epitopes). En algunas realizaciones,
las marcas estan unidas por brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el posible impedimento
estérico.

[0049] Como se usa en este documento, el término “modular’ se refiere a un aumento, disminucién u otra
alteracion de cualquiera, o todas, las actividades quimicas y biolégicas o propiedades de una entidad bioquimica.
Por ejemplo, el término “modular” puede referirse a un cambio en el nivel de expresion de un gen o un nivel de una
molécula de ARN o moléculas de ARN equivalentes que codifican una o mas proteinas o subunidades de proteina; o
a una actividad de una o mas proteinas o subunidades de proteinas que estan reguladas por incremento o reguladas
por diminucién, de forma que la expresidn, nivel o actividad sea mayor que o inferior a la observada en ausencia del
modulador. Por ejemplo, el término “modular’ puede significar “inhibir” o “suprimir’, pero el uso de la palabra
“modular” no se limita a esta definicion.

[0050] El término “modulacion” como se usa en este documento se refiere a tanto la regulacion por incremento
(es decir, activacion o estimulacién) como a la regulacion por disminucion (es decir, inhibicién o supresion) de una
respuesta. Por tanto, el término “modulaciéon”, cuando se usa en referencia a una propiedad funcional o actividad
bioldgica o procedimiento (por ejemplo, actividad enzimatica o union a receptor), se refiere a la capacidad de regular
por incremento (por ejemplo, activar o estimular), regular por disminucion (por ejemplo, inhibir o suprimir) o cambiar
de otro modo una calidad de tal propiedad, actividad o proceso. En ciertos casos, tal regulacion puede depender de
la aparicion de un acontecimiento especifico, tal como activacioén de una ruta de transduccién de sefiales, y/o puede
manifestarse sélo en tipos de células particulares.

[0051] El término “modulador” se refiere a un polipéptido, acido nucleico, macromolécula, complejo, molécula,
molécula pequefia, compuesto, especies o0 similares (que se producen naturalmente o que se producen no
naturalmente) o a un extracto preparado a partir de materiales biologicos tales como bacterias, plantas, hongos o
células o tejidos animales que pueden causar modulacion. Los moduladores pueden evaluarse para la posible
actividad como inhibidores o activadores (directamente o indirectamente) de una propiedad funcional, actividad o
proceso bioldgico, o una combinacion de los mismos (por ejemplo, agonista, antagonista parcial, agonista parcial,
agonista inverso, antagonista, agentes antimicrobianos, inhibidores de infeccién o proliferacion microbiana y
similares), por inclusién en ensayos. En tales ensayos, muchos moduladores pueden cribarse de una vez. La
actividad de un modulador puede ser conocida, desconocida o parcialmente conocida.

[0052] Los moduladores pueden ser tanto selectivos como no selectivos. Como se usa en este documento, el
término “selectivo” cuando se usa en el contexto de un modulador (por ejemplo, un inhibidor) se refiere a una
diferencia medible o de otro modo bioldgicamente relevante de forma que el modulador interactde con una molécula
(por ejemplo, un ARN diana de interés) frente a otra molécula similar, pero no idéntica (por ejemplo, un ARN
derivado de un miembro de la misma familia de genes que el ARN diana de interés).

[0053] Debe entenderse que para que un modulador se considere un modulador selectivo, la naturaleza de su
interaccion con una diana no necesita excluir enteramente su interaccién con otras moléculas relacionadas con la
diana (por ejemplo, transcritos de miembros de familias distintos de la propia diana). Establecido de otra forma, el
término modulador selectivo no pretende limitarse a aquellas moléculas que sélo se unen a transcritos de ARNm de
un gen de interés y no con aquellos de miembros de la familia relacionados. También esta previsto que el término
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incluya moduladores que pueden interactuar con transcritos de genes de interés y de miembros de la familia
relacionados, pero para los que es posible disefiar condiciones bajo las cuales las interacciones diferenciales con las
dianas frente a los miembros de la familia tengan una consecuencia biolégicamente relevante. Tales condiciones
pueden incluir, pero no se limitan a: diferencias en el grado de identidad de secuencias entre el modulador y los
miembros de la familia, y el uso del modulador en un tejido especifico o tipo de célula que expresa alguno, pero no
todos los miembros de la familia. Bajo el Gltimo conjunto de condiciones, un modulador podria considerarse selectivo
para una diana dada en un tejido dado si interactlia con esa diana para producir un efecto biolégicamente relevante
a pesar del hecho de que en otro tejido que expresa miembros de la familia adicionales el modulador y la diana no
interactuarian para producir en absoluto un efecto biolégico debido a que el modulador seria “absorbido fuera” del
tejido por la presencia de otros miembros de la familia.

[0054] Cuando se identifica un modulador selectivo, el modulador se une a una molécula (por ejemplo, un
transcrito de ARNm de un gen de interés) de un modo que es diferente (por ejemplo, mas fuerte) a la forma con la
que se une a otra molécula (por ejemplo, un transcrito de ARNm de un gen relacionado con el gen de interés). Como
se usa en este documento, se dice que el modulador muestra “union selectiva” o “union preferencial” a la molécula
con la que se une mas fuertemente con respecto a algunas otras moléculas posibles con las que el modulador
podria unirse.

[0055] Como se usa en este documento, los términos “inhibir”, “suprimir”, “regular por diminucion” y variantes
gramaticales de los mismos se usan indistintamente y se refieren a una actividad por la que el producto génico (por
ejemplo, un polipéptido), expresion de un gen, actividad de un polinucleétido tal como, por ejemplo, un miARN, o un
nivel de un ARN que codifica uno o mas productos génicos se reduce por debajo de la observada en ausencia de
una implementacion de un enfoque de la materia presentemente desvelada.

[0056] En algunas realizaciones, la inhibiciéon con una molécula de miARN produce una disminucion en el
nivel de expresion en estado estacionario de un ARN diana. En algunas realizaciones, la inhibicién con una molécula
de miARN produce un nivel de expresion de un gen diana que esta por debajo del nivel observado en presencia de
una molécula inactiva o atenuada que no puede regular por disminucidn el nivel de expresiéon de la diana. En
algunas realizaciones, la inhibicion de la expresién génica con una molécula de miARN de la materia presentemente
desvelada es mayor en presencia de la molécula de miARN que en su ausencia. En algunas realizaciones, la
inhibicion de la expresiéon génica esta asociada a una tasa potenciada de degradacion del ARNm codificado por el
gen (por ejemplo, por la inhibicion de la expresién génica mediada por miARN). En algunas realizaciones, la
inhibiciéon con una molécula de miARN de la materia presentemente desvelada produce un nivel de expresion de un
producto génico de un gen diana que esta por debajo del nivel observado en ausencia del miARN.

[0057] En algunas realizaciones, un miARN, tal como, por ejemplo, un miARN enddgeno, puede inhibirse por
un inhibidor de miARN, produciendo un aumento en la expresién de un gen elegido como diana por el miARN, con
respecto al nivel de expresion génica (por ejemplo, produccion de un producto génico) cuando el miARN no es
inhibido. como se usa en este documento, el término “inhibidor de miARN” se refiere a una molécula que inhibe la
actividad de un miARN.

[0058] En algunas realizaciones, un inhibidor de miARN es un polinucleétido que se hibrida con un miARN
diana particular bajo condiciones especificadas, inhibiéndose asi la actividad del miARN diana. Condiciones bajo las
que el inhibidor de miARN puede hibridarse con el miARN diana incluyen, por ejemplo, condiciones fisiologicas. El
inhibidor de miARN puede hibridarse con el miARN diana a un mayor o menor grado basandose en la
complementariedad de la secuencia de polinucleétidos del inhibidor de miARN con el polinucledtido de miARN
diana. En algunas realizaciones, el miARN puede ser completamente complementario a todo o una parte del miARN
diana, o0 menos de completamente complementario, que incluye, por ejemplo, complementario el 99 %, 98 %, 97 %,
96 %, 95 %, 90 %, 80 % o 70 % al miARN diana, dependiendo de la aplicacién particular y necesidad de
especificidad, como seria generalmente entendido por un experto en la materia. El inhibidor de miARN so6lo necesita
compartir complementariedad con el miARN diana ya que es necesario para inhibir una cantidad deseada de
actividad de miARN diana bajo un conjunto particular de condiciones. Ejemplos de inhibidores de miARN utiles con
la materia presentemente desvelada incluyen, pero no se limitan a: polinucleétidos modificados tales como 2'-O-
metilpolinucleétidos. Ejemplos no limitantes representativos se exponen en la Tablas 2 y 3, e incluyen 2'-O-metil-
miR-1, 2'-O-metil-miR-133 y 2'-O-metil-miR-208, que pueden inhibir especificamente la actividad de miR-1, miR-133
0 miR-208, respectivamente.

[0059] Como se usa en este documento, el término “mutacién” lleva su connotacion tradicional y se refiere a
un cambio, heredado, que se produce naturalmente o introducido en una secuencia de acidos nucleicos o de
polipéptidos, y se usa en su sentido que generalmente es conocido para aquellos expertos en la materia.

[0060] Como se usa en este documento, el término “miocito” se refiere ampliamente a todas las
clasificaciones de células musculares en todos los estadios de desarrollo. Por tanto, “miocito” engloba tanto células
musculares sin diferenciar tales como, por ejemplo, mioblastos, ademas de células musculares diferenciadas tales
como, por ejemplo, miotubos terminalmente diferenciados. “Miocito” también engloba células musculares de tipos
histologicos variables que incluyen, pero no se limitan a: células de musculo estriado (por ejemplo, células de

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 387250 T3

musculo esquelético), células de musculo liso (por ejemplo, células musculares intestinales) y células de musculo
cardiaco. Ademas, “miocito” como se usa en este documento no es especifico para especie.

[0061] El término “que se producen naturalmente”, como se aplica a un objeto, se refiere al hecho de que un
objeto pueda encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, un polipéptido o secuencia de polinucleétidos que esta
presente en un organismo (incluyendo bacterias) que puede aislarse de una fuente en la naturaleza y que no se ha
modificado intencionalmente por el hombre en el laboratorio se produce naturalmente. Sin embargo, debe
entenderse que cualquier manipulacion por la mano del hombre puede convertir un objeto “que se produce
naturalmente” en un objeto “aislado” como se usa ese término en este documento.

[0062] Como se usa en este documento, los términos “acido nucleico”, “polinucleétido” y “molécula de acido
nucleico” se refieren a cualquiera de acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN), oligonucleétidos,
fragmentos generados por la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y fragmentos generados por cualquiera de
ligacion, escision, accion de endonucleasa y accién de exonucleasa. Los &cidos nucleicos puede comprender
mondmeros que son nucledtidos que se producen naturalmente (tal como desoxirribonucle6tidos y ribonucleétidos),
0 analogos de nucledtidos que se producen naturalmente (por ejemplo, formas a-enantioméricas de nucleétidos que
se producen naturalmente), o una combinacion de ambos. Los nucleétidos modificados pueden tener modificaciones
en restos de azlcar y/o en restos de bases de pirimidina o purina. Modificaciones de azlcar incluyen, por ejemplo,
sustitucion de uno o mas grupos hidroxilo con halégenos, grupos alquilo, aminas y grupos azido, o los azlcares
pueden funcionalizarse como éteres o ésteres. Ademas, el resto de azlcar entero puede reemplazarse con
estructuras estéricamente y electrénicamente similares tales como aza-azlcares y analogos de azucares
carbociclicos. Ejemplos de modificaciones en un resto de base incluyen purinas y pirimidinas alquiladas, purinas o
pirimidinas aciladas, u otros sustitutos heterociclicos muy conocidos. Los mondémeros de &cido nucleico pueden
ligarse por enlaces fosfodiéster o anélogos de tales enlaces. Los anélogos de enlaces fosfodiéster incluyen
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforanilidato, fosforamidato y
similares. El término “acido nucleico” también incluye los llamados “acidos nucleicos peptidicos” que comprenden
bases de &cidos nucleicos que se producen naturalmente o modificadas unidas a un esqueleto de poliamida. Los
acidos nucleicos pueden ser tanto monocatenarios como bicatenarios.

[0063] El término “operativamente ligado”, cuando describe la relacion entre dos regiones de acidos nucleicos,
se refiere a una yuxtaposicion en la que las regiones estan en una relacién que les permite funcionar en su modo
previsto. Por ejemplo, una secuencia de control “operativamente ligada” con una secuencia codificante puede ligarse
de tal forma que la expresion de la secuencia codificante se logre en condiciones compatibles con las secuencias de
control, tal como cuando las moléculas apropiadas (por ejemplo, inductores y polimerasas) estan unidas a la(s)
secuencia(s) de control o reguladora(s). Por tanto, en algunas realizaciones, el término “operativamente ligado” se
refiere a un promotor conectado con una secuencia codificante de tal forma que la transcripcion de esa secuencia
codificante esté controlada y regulada por ese promotor. Técnicas para ligar operativamente un promotor a una
secuencia codificante se conocen en la técnica; la orientacién y localizacién precisa con respecto a una secuencia
codificante de interés es dependiente, entre otros, de la naturaleza especifica del promotor.

[0064] Por tanto, el término “operativamente ligado” puede referirse a una regién promotora que esta
conectada a una secuencia de nucledtidos de tal forma que la transcripcion de esa secuencia de nucleotidos esté
controlada y regulada por esa regién promotora. Similarmente, una secuencia de nucleétidos se dice que esta bajo
el “control transcripcional” de un promotor con el que esta operativamente ligado. Técnicas para ligar operativamente
una region promotora a una secuencia de nucledgtidos se conocen en la técnica.

[0065] El término “operativamente ligado” también puede referirse a una secuencia de terminacion de la
transcripcidn que esta conectada a una secuencia de nucleétidos de tal forma que la terminacién de la transcripcién
de esa secuencia de nucledtidos esté controlada por esa secuencia de terminacién de la transcripciéon. En algunas
realizaciones, una secuencia de terminacién de la transcripcibn comprende una secuencia que produce la
transcripcion por una ARN polimerasa |l para terminar en la tercera o cuarta T en la secuencia terminadora,
TTTTTTT. Por tanto, el transcrito pequefio naciente normalmente tiene 3 6 4 U en el extremo 3'.

[0066] Los términos “identidad en porcentaje” e “idéntico en porcentaje,” en el contexto de dos secuencias de
acidos nucleicos o de proteinas, se refieren a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que tienen en algunas
realizaciones al menos el 60 %, en algunas realizaciones al menos el 70 %, en algunas realizaciones al menos el 80
%, en algunas realizaciones al menos el 85 %, en algunas realizaciones al menos el 90 %, en algunas realizaciones
al menos el 95 %, en algunas realizaciones al menos el 96 %, en algunas realizaciones al menos el 97 %, en
algunas realizaciones al menos el 98 % y en algunas realizaciones al menos el 99 % de identidad de residuos de
nucleétidos o de aminoacidos cuando se comparan y se alinean para la maxima correspondencia, como se mide
usando uno de los siguientes algoritmos de comparacién de secuencias o por inspeccion visual. La identidad en
porcentaje existe en algunas realizaciones a lo largo de una regién de las secuencias que tiene al menos
aproximadamente 10 residuos de longitud, en algunas realizaciones a lo largo de una regién que tiene al menos
aproximadamente 20 residuos de longitud, en algunas realizaciones a lo largo de una regién de las secuencias que
tiene al menos aproximadamente 50 residuos de longitud, en algunas realizaciones a lo largo de una region de al
menos aproximadamente 100 residuos, y en algunas realizaciones la identidad en porcentaje existe a lo largo de al
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menos aproximadamente 150 residuos. En algunas realizaciones, la identidad en porcentaje existe a lo largo de toda
la longitud de una region dada, tal como una region codificante o un miARN entero.

[0067] Para la comparacion de secuencias, normalmente una secuencia actiia de secuencia de referencia con
la que se comparan las secuencias de prueba. Si se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las
secuencias de prueba y de referencia se entran en un ordenador, se disefian coordenadas de subsecuencia, si fuera
necesario, y se disefian los parametros del programa del algoritmo de secuencias. Entonces, la comparacién del
algoritmo de secuencias calcula la identidad de secuencias en porcentaje para la(s) secuencia(s) de prueba con
respecto a la secuencia de referencia basandose en los parametros de programa disefiados.

[0068] El alineamiento éptimo de secuencias para la com?aracién puede realizarse, por ejemplo, por el
algoritmo de homologia local descrlto en Smith & Waterman, 1981° , por el algoritmo de alineamiento por homologia
descrlto en Needle & Wunsch, 1970* , por la busqueda del procedlmlento de similitud descrito en Pearson & Llpman
1988%, por |mplementaC|ones computerlzadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en GCG®

WISCONSIN PACKAGE®, disponible de Accelrys, Inc., San Dlego California, Estados Unidos de América), o por
inspeccion visual. Véase generalmente Ausubel y col., 1989%

[0069] Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar identidad de secuenmas en porcentaje y
similitud de secuencias es el algoritmo BLAST que se describe en Altschul y col., 1990%". El software para realizar
los andlisis de BLAST esta publicamente disponible del Centro nacional de informacién biotecnoldgica por la red
informatica mundial. Este algoritmo implica primero identificar pares de secuencias de alta puntuacién (HSP)
identificando palabra cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que tanto se corresponde con como
satisface alguna puntuacién T umbral de valor positivo cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en
una secuencia de la base de datos. T se denomina en lo sucesivo el umbral de puntuacién de palabra vecina®’
Estas palabras vecinas iniciales comunes actian de semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas Iargos
gue las contienen. Entonces, las palabras comunes se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia
hasta que pueda aumentarse la puntuacion de alineamiento acumulada. Las puntuaciones acumuladas se calculan
usando, para secuencias de nucledtidos, los parametros M (puntuacién de recompensa para un par de residuos de
apareamiento; siempre > 0) y N (puntuacién de penalizacién para residuos de desapareamiento; siempre < 0). Para
secuencias de aminoacidos se usa una matriz de puntuacion para calcular la puntuacion acumulada. La extension
de las palabras comunes en cada direccion se detiene cuando la puntuacion de alineamiento acumulada disminuye
la cantidad X de su maximo valor alcanzado, la puntuacion acumulada tiende a cero o por debajo debido a la
acumulacion de uno o mas alineamientos de residuos de puntuacion negativa residuo, o se alcanza el extremo de
cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad del
alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nuclettidos) usa por defecto una longitud de palabra (W)
de 11, una esperanza (E) de 10, un valor de corte de 100, M = 5, N = -4, y una comparacion de ambas cadenas.
Para secuencias de aminodcidos, el programa BLASTP dsa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una
esperanza (E) de 10 y la matriz de puntuacién BLOSUM62%

[0070] Ademas de calcular la identidad de secuencias en porcentaje, el algoritmo BLAST tamblen realiza un
andlisis estadistico de la similitud entre dos secuencias. Véase, por ejemplo, Karlin & Altschul 1993%*. Una medida
de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la menor probabilidad de suma (P(N)), que proporciona una
indicacion de la probabilidad a la que se produciria al azar un apareamiento entre dos secuencias de nucle6tidos o
aminoacidos. Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos de prueba se considera similar a una secuencia de
referencia si la menor probabilidad de suma en una comparacion de la secuencia de acidos nucleicos de prueba con
la secuencia de &cidos nucleicos de referencia es en algunas realizaciones inferior a aproximadamente 0,1, en
algunas realizaciones inferior a aproximadamente 0,01 y en algunas realizaciones inferior a aproximadamente 0,001.

[0071] El término “sustancialmente idénticas”, en el contexto de dos secuencias de nucleétidos, se refiere a
dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que tienen en algunas realizaciones al menos aproximadamente el 70 % de
identidad de nucledtidos, en algunas realizaciones al menos aproximadamente el 75 % de identidad de nucleotidos,
en algunas realizaciones al menos aproximadamente el 80 % de identidad de nucleétidos, en algunas realizaciones
al menos aproximadamente el 85 % de identidad de nucleétidos, en algunas realizaciones al menos
aproximadamente el 90 % de identidad de nucleétidos, en algunas realizaciones al menos aproximadamente el 95 %
de identidad de nucledtidos, en algunas realizaciones al menos aproximadamente el 97 % de identidad de
nucleédtidos y en algunas realizaciones al menos aproximadamente el 99 % de identidad de nucleétidos, cuando se
comparan y se alinean para la méaxima correspondencia, como se mide usando uno de los siguientes algoritmos de
comparacién de secuencias o por inspeccion visual. En un ejemplo, la identidad sustancial existe en secuencias de
nucleétidos de al menos 17 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucleétidos de al menos
aproximadamente 18 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 19 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 20 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 21 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 22 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 23 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucleétidos de al menos
aproximadamente 24 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
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aproximadamente 25 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucleétidos de al menos
aproximadamente 26 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 27 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 30 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 50 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 75 residuos, en algunas realizaciones en la secuencia de nucledtidos de al menos
aproximadamente 100 residuos, en algunas realizaciones en secuencias de nucledtidos de al menos
aproximadamente 150 residuos y en otro ejemplo mas en secuencias de nucleétidos que comprenden secuencias
codificantes completas. En algunas realizaciones, secuencias polimoérficas pueden ser secuencias sustancialmente
idénticas. El término “polimdrficas” se refiere a la aparicion de dos o mas secuencias alternativas genéticamente
determinadas o alelos en una poblacion. Una diferencia alélica puede ser tan pequefia como una par de bases. Sin
embargo, un experto en la materia reconoceria que las secuencias polimdrficas se corresponden con el mismo gen.

[0072] Otra indicacion de que dos secuencias de nucledtidos son sustancialmente idénticas es que las dos
moléculas se hibridan especificamente o sustancialmente entre si bajo condiciones rigurosas. En el contexto de la
hibridacion de éacidos nucleicos, dos secuencias de acidos nucleicos que se comparan pueden designarse una
“secuencia de sonda” y una “secuencia de prueba”. Una “secuencia de sonda” es una molécula de acido nucleico de
referencia y una “'secuencia de prueba” es una molécula de acido nucleico de prueba frecuentemente encontrada
dentro de una poblacién heterogénea de moléculas de acidos nucleicos.

[0073] Una secuencia de nucleétidos a modo de ejemplo empleada para estudios o ensayos de hibridacion
incluye secuencias de sonda que son complementarias a o imitan en algunas realizaciones al menos una secuencia
de aproximadamente 14 a 40 nucleétidos de una molécula de &cido nucleico de la materia presentemente
desvelada. En un ejemplo, las ondas comprenden 14 a 20 nucleétidos, o incluso mas si se desea, tal como 30, 40,
50, 60, 100, 200, 300 6 500 nucledtidos, o hasta la longitud completa de un gen dado. Tales fragmentos pueden
prepararse facilmente, por ejemplo, sintetizando directamente el fragmento por sintesis quimica, por aplicacion de
tecnologia de amplificaciéon de &cidos nucleicos o introduciendo secuencias seleccionadas en vectores
recombinantes para la produccién recombinante.

[0074] La frase “elegido como diana para” incluye “hibridar especificamente con”, que se refiere a la union,
formacion de duplex o hibridacion de una molécula sélo con una secuencia de nuclettidos particular bajo
condiciones rigurosas cuando esa secuencia esti presente en una mezcla de acido nucleico complejo (por ejemplo,
ADN o ARN celular total).

[0075] A modo de ejemplo no limitante, la hibridacién puede llevarse a cabo en 5x SSC, 4x SSC, 3x SSC, 2x
SSC, 1x SSC o0 0,2x SSC durante al menos aproximadamente 1 hora, 2 horas, 5 horas, 12 horas o 24 horas (véase
Sambrook & Russell, 2001, para una descripcion del tampon SSC y otras condiciones de hibridacion). La
temperatura de la hibridacion puede aumentarse para ajustar la rigurosidad de la reaccion, por ejemplo, de
aproximadamente 25 °C (temperatura ambiente) a aproximadamente 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C o 65 °C. La reaccion
de hibridacion también puede incluir otro agente que afecta la rigurosidad; por ejemplo, la hibridacion realizada en
presencia de 50 % de formamida aumenta la rigurosidad de hibridacidn a una temperatura definida.

[0076] La reaccion de hibridacion puede ir seguida de una Unica etapa de lavado, o dos 0 mas etapas de
lavado, que pueden ser a la misma salinidad y temperatura o a diferente. Por ejemplo, la temperatura de lavado
puede aumentarse para ajustar la rigurosidad de aproximadamente 25 °C (temperatura ambiente) a
aproximadamente 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, o superior. La etapa de lavado puede realizarse en presencia
de un detergente, por ejemplo, SDS. Por ejemplo, la hibridacidn puede ir seguida de dos etapas de lavado a 65 °C,
cada una durante aproximadamente 20 minutos en 2x SSC, 0,1 % de SDS, y opcionalmente dos etapas de lavado
adicionales a 65 °C, cada una durante aproximadamente 20 minutos en 0,2x SSC, 0,1 % de SDS.

[0077] Lo siguiente son ejemplos de condiciones de hibridacion y de lavado que pueden usarse para clonar
secuencias de nucle6tidos homaélogas que son sustancialmente idénticas a secuencias de nuclettidos de referencia
de la materia presentemente desvelada: una secuencia de nucleétidos de sonda se hibrida en un ejemplo con una
secuencia de nucledtidos diana en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO, 0,5 M, Aacido
etilendiaminotetraacético 1 mM (EDTA) a 50 °C seguido de lavado en 2X SSC, 0,1 % de SDS a 50 °C; en algunas
realizaciones, una secuencia de sonda y de prueba se hibridan en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO40,5
M, EDTA 1 mM a 50 °C seguido de lavado en 1X SSC, 0,1 % de SDS a 50 °C; en algunas realizaciones, una
secuencia de sonda y de prueba se hibridan en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO40,5 M, EDTA 1 mM a
50 °C seguido de lavado en 0,5X SSC, 0,1 % de SDS a 50 °C; en algunas realizaciones, una secuencia de sonda y
de prueba se hibridan en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C seguido de
lavado en 0,1X SSC, 0,1 % de SDS a 50 °C; en otro ejemplo mas, una secuencia de sonda y de prueba se hibridan
en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C seguido de lavado en 0,1X SSC, 0,1 %
de SDS a 65 °C.

[0078] Condiciones de hibridacion rigurosas adicionales a modo de ejemplo incluyen hibridacion durante la

noche a 42 °C en una disolucién que comprende o que consiste en 50 % de formamida, 10x Denhardt (0,2 % de
Ficoll, 0,2 % de polivinilpirrolidona, 0,2 % de albGmina de suero bovino) y 200 mg/ml de ADN portador
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desnaturalizado, por ejemplo, ADN de esperma de salmoén cortado, seguido de dos etapas de lavado a 65 °C, cada
una durante aproximadamente 20 minutos en 2x SSC, 0,1 % de SDS, y dos etapas de lavado a 65 °C, cada una
durante aproximadamente 20 minutos en 0,2x SSC, 0,1 % de SDS.

[0079] La hibridacion puede incluir hibridar dos acidos nucleicos en disoluciéon, o un acido nucleico en
disolucioén, con un &cido nucleico unido a un soporte soélido, por ejemplo, un filtro. Si un acido nucleico esta sobre un
soporte solido, antes de la hibridacion puede realizarse una etapa de prehibridacion. La prehibridacion puede
llevarse a cabo durante al menos aproximadamente 1 hora, 3 horas o 10 horas en la misma disolucién y a la misma
temperatura que la hibridacion (pero sin la cadena de polinucleétido complementaria).

[0080] Por tanto, tras una revisién de la presente divulgacion, las condiciones de rigurosidad son conocidas
para aquellos expertos en la materia o pueden determinarse por el experto sin experimentacion adicional. 3%

[0081] La frase “hibridar sustancialmente con” se refiere a la hibridaciéon complementaria entre una molécula
de &cido nucleico de sonda y una molécula de &cido nucleico diana y engloba desapareamientos menores que
pueden acomodarse reduciendo la rigurosidad de los medios de hibridacién para lograr la hibridacién deseada.

[0082] El término “fenotipo” se refiere al caracter fisico, bioquimico y fisiolégico entero de una célula o un
organismo, por ejemplo, que tiene un rasgo cualquiera o cualquier grupo de rasgos. Como tales, los fenotipos
resultan de la expresién de genes dentro de una célula o un organismo, y se refieren a rasgos que son posiblemente
observables o ensayables.

[0083] Como se usa en este documento, los términos “polipéptido”, “proteina” y “péptido”, que se usan
indistintamente en este documento, se refieren a un polimero de los aminoacidos de 20 proteinas, o analogos de
aminoacidos, independientemente de su tamafio o funcién. Aunque “proteina” se usa frecuentemente en referencia a
polipéptidos relativamente grandes y “péptido” se usa frecuentemente en referencia a polipéptidos pequefios, el uso
de estos términos en la materia se solapa y varia. El término “polipéptido” como se usa en este documento se refiere
a péptidos, polipéptidos y proteinas, a menos que se indique lo contrario. Como se usa en este documento, los
términos “proteina”, “polipéptido” y “péptido” se usan indistintamente en este documento cuando se refieren a un
producto génico. El término “polipéptido” engloba proteinas de todas las funciones, incluyendo enzimas. Por tanto,
polipéptidos a modo de ejemplo incluyen productos génicos, proteinas que se producen naturalmente, homélogos,
ortélogos, paralogos, fragmentos y otros equivalentes, variantes y analogos de los anteriores.

[0084] Los términos “fragmento de polipéptido” o “fragmento”, cuando se usan en referencia a un polipéptido
de referencia, se refieren a un polipéptido en el que los residuos de aminoacidos estan delecionados con respecto al
propio polipéptido de referencia, pero en el que la secuencia de aminoacidos restante es normalmente idéntica en
las posiciones correspondientes en el polipéptido de referencia. Tales deleciones pueden producirse en el extremo
amino o extremo carboxi del polipéptido de referencia, o alternativamente en ambos. Los fragmentos tienen
normalmente al menos 5, 6, 8 6 10 aminoacidos de longitud, al menos 14 aminoéacidos de longitud, al menos 20, 30,
40 6 50 aminoécidos de longitud, al menos 75 aminoé&cidos de longitud, o al menos 100, 150, 200, 300, 500 o0 mas
aminoacidos de longitud. Un fragmento puede retener una o mas de las actividades bioldgicas del polipéptido de
referencia. Ademas, los fragmentos pueden incluir un sub-fragmento de una regién especifica, sub-fragmento que
retiene una funcién de la region de la que se deriva.

[0085] Como se usa en este documento, el término “cebador” se refiere a una secuencia que comprende en
algunas realizaciones dos o més desoxirribonucle6tidos o ribonucleétidos, en algunas realizaciones mas de tres, en
algunas realizaciones mas de ocho y en algunas realizaciones al menos aproximadamente 20 nucledtidos de una
region exonica o intronica. Tales oligonucleétidos tienen en algunas realizaciones entre diez y treinta bases de
longitud.

[0086] El término “purificado” se refiere a una especie objeto que es la especie predominante presente (es
decir, en una base molar es mas abundante que cualquier otra especie individual en la composicién). Una “fraccion
purificada” es una composicién en la que la especie objeto comprende al menos aproximadamente el 50 por ciento
(en una base molar) de todas las especies presentes. Al hacer la determinacion de la pureza de una especie en
disolucién o dispersion, el disolvente o matriz en la que la especie se disuelve o dispersa no estd normalmente
incluido en tal determinacion; en su lugar, sélo se tienen en cuenta las especies (incluyendo la de interés) disueltas o
dispersas. Generalmente, una composicién purificada tendrd una especie que comprende mas de aproximadamente
el 80 por ciento de todas las especies presentes en la composicién, mas de aproximadamente el 85 %, 90 %, 95 %,
99 % o mas de todas las especies presentes. Las especies objeto pueden purificarse a homogeneidad esencial (las
especies contaminantes no pueden detectarse en la composicién por procedimientos de deteccion convencionales)
en las que la composicion consiste esencialmente de una Unica especie. La pureza de un polipéptido puede
determinarse por varios procedimientos conocidos para aquellos expertos en la materia que incluyen, por ejemplo,
analisis de secuencias de aminoacidos del extremo amino, electroforesis en gel y analisis de espectrometria de
masas.

[0087] Una “secuencia de referencia” es una secuencia definida usada como base para una comparacién de
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secuencias. Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo, como un
segmento de una secuencia de nucleétidos o de aminoacidos de longitud completa, o puede comprender una
secuencia completa. Debido a que dos proteinas pueden cada una (1) comprender una secuencia (es decir, una
parte de la secuencia de proteinas completa) que es similar entre las dos proteinas, y (2) pueden comprender
adicionalmente una secuencia que es divergente entre las dos proteinas, las comparaciones de secuencias entre
dos (o mas) proteinas se realizan normalmente comparando secuencias de las dos proteinas sobre una “ventana de
comparacion” (definida anteriormente en este documento) para identificar y comparar regiones locales de similitud
de secuencias.

[0088] El término “secuencia reguladora” es un término genérico usado durante toda la memoria descriptiva
para referirse a secuencias de polinucleétidos tales como sefiales de iniciacién, potenciadores, reguladores,
promotores y secuencias de terminacion, que son necesarios o deseables para afectar la expresion de secuencias
codificantes y no codificantes con las que estan operativamente ligadas. Secuencias reguladoras a modo de ejemplo
se describen en Goeddel, 1990*°, e incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y tardio del virus simio 40
(SV40), promotor temprano inmediato del adenovirus o citomegalovirus, el promotor minimo del CMV, el sistema lac,
el sistema trp, el sistema TAC o TRC, promotor T7 cuya expresion esta dirigida por T7 ARN polimerasa, el operador
mayor y regiones promotoras de fago lambda, las regiones de control para la proteina de la envuelta fd, el promotor
para 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glicoliticas, los promotores de fosfatasa acida, por ejemplo, Pho5, los
promotores de los factores de apareamiento a de levadura, el promotor de poliedro del sistema de baculovirus y
otras secuencias conocidas por controlar la expresion de genes de células procariotas o eucariotas o0 sus virus, y
diversas combinaciones de los mismos. La naturaleza y el uso de tales secuencias de control pueden diferenciarse
dependiendo del organismo huésped. En procariotas, tales secuencias reguladoras incluyen generalmente promotor,
sitio de union ribosémico y secuencias de terminacion de la transcripcion. El término “secuencia reguladora” esta
previsto que incluya, como minimo, componentes cuya presencia puede influir la expresion, y también puede incluir
componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias conductoras y secuencias de
componentes de fusion.

[0089] En ciertas realizaciones, la transcripcion de una secuencia de polinucledtidos esta bajo el control de
una secuencia promotora (u otra secuencia reguladora) que controla la expresién del polinucleétido en un tipo de
célula en el que esta prevista la expresion. También se entendera que el polinucledtido puede estar bajo el control
de secuencias reguladoras que son iguales o diferentes de aquellas secuencias que controlan la expresiéon de la
forma que se produce naturalmente del polinucle6tido. En algunas realizaciones, una secuencia promotora se
selecciona del grupo que consiste en un promotor minimo del CMV, creatina cinasa de musculo (MCK) y un
promotor de la cadena pesada de a-miosina (MHC). Por ejemplo, el promotor de creatina cinasa de musculo (MCK),
gue dirige la expresion génica en musculo esquelético, puede usarse para expresar miARN tales como, por ejemplo,
miR-1, miR-133 o miR-206 en tejido, que incluye musculo esquelético usando técnicas transgénicas actualmente
disponibles. Se entiende que no necesita emplearse el promotor entero identificado por cualquier promotor (por
ejemplo, los promotores enumerados en este documento) y que puede usarse un derivado funcional del mismo.
Como se usa en este documento, el término “derivado funcional” se refiere a una secuencia de 4cidos nucleicos que
comprende secuencia suficiente para dirigir la transcripcion de otra molécula de &cido nucleico operativamente
ligada. Como tal, un “derivado funcional” puede funcionar de promotor minimo, como ese término se define en este
documento.

[0090] La terminacion de la transcripcién de una secuencia de polinucle6tidos esta normalmente regulada por
una secuencia de terminacién de la transcripcién operativamente ligada (por ejemplo, una secuencia de terminacion
de ARN polimerasa lll). En ciertos casos, los terminadores de la transcripcion también son responsables de la
correcta poliadenilacion de ARNm. La secuencia de ADN reguladora no transcrita de 3' incluye en algunas
realizaciones aproximadamente 50 a aproximadamente 1.000, y en algunas realizaciones aproximadamente 100 a
aproximadamente 1.000, pares de bases de nucledtidos y contiene secuencias de terminacién de la transcripcion y
de la traduccion. En algunas realizaciones, una secuencia de terminacion de ARN polimerasa |ll comprende la
secuencia de nucle6tidos TTTTTTT.

[0091] El término “gen indicador” se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica una proteina que es facilmente detectable tanto por su presencia como actividad que incluye, pero no
se limita a, luciferasa, proteina fluorescente (por ejemplo, proteina verde fluorescente), cloranfenicol acetil
transferasa, B-galactosidasa, fosfatasa alcalina placentaria secretada, -lactamasa, hormona de crecimiento humana
y otros indicadores de enzimas secretadas. Generalmente, un gen indicador codifica un polipéptido no producido de
otro modo por la célula huésped que es detectable por andlisis de la(s) célula(s), por ejemplo, por el analisis
fluorométrico directo, radioisotopico o espectrofotométrico de la(s) célula(s) y normalmente sin la necesidad de
destruir las células para el andlisis de sefales. En ciertos casos, un gen indicador codifica una enzima, que produce
un cambio en propiedades fluorométricas de la célula huésped, que es detectable por la funcién cualitativa,
cuantitativa o semicuantitativa o la activacion transcripcional. Enzimas a modo de ejemplo incluyen esterasas, B-
lactamasa, fosfatasas, peroxidasas, proteasas (activador tisular del plasminégeno o urocinasa) y otras enzimas cuya
funcion puede detectarse por sustratos cromogénicos o fluorogénicos apropiados conocidos para aquellos expertos
en la materia o desarrollados en el futuro.
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[0092] Como se usa en este documento, el término “secuenciacion” se refiere a determinar la secuencia lineal
ordenada de acidos nucleicos o aminoacidos de un ADN, ARN o muestra diana de proteina usando técnicas de
laboratorio manuales o automatizadas convencionales.

[0093] Como se usa en este documento, el término “sustancialmente puro” se refiere a que el polinucleétido o
polipéptido esta sustancialmente libre de las secuencias y moléculas con las que esta asociado en su estado natural,
y aquellas moléculas usadas en el procedimiento de aislamiento. El término “sustancialmente libre” se refiere a que
la muestra esta en algunas realizaciones al menos el 50 %, en algunas realizaciones al menos el 70 %, en algunas
realizaciones el 80 % y en algunas realizaciones el 90 % libre de los materiales y compuestos con los que esta
asociado en la naturaleza.

[0094] Como se usa en este documento, el término “célula diana” se refiere a una célula en la que se desea
insertar una secuencia de acidos nucleicos o polipéptido, o efectuar de otro modo una modificaciéon de condiciones
conocidas por ser convencionales en la célula sin modificar. Una secuencia de &cidos nucleicos introducida en una
célula diana puede ser de longitud variable. Adicionalmente, una secuencia de acidos nucleicos puede entrar en una
célula diana como componente de un plasmido u otro vector o como una secuencia desnuda.

[0095] Como se usa en este documento, el término “gen diana” se refiere a un gen que es elegido como diana
para la modulacion usando los procedimientos y composiciones de la materia presentemente desvelada. Por tanto,
un gen diana comprende una secuencia de acidos nucleicos cuyo nivel de expresion, tanto al nivel de ARNm como
de polipéptidos, se regula por disminucién por un miARN. Similarmente, los términos “ARN diana” o “ARNm diana”
se refieren al transcrito de un gen diana con el que pretende unirse el miARN, conduciendo a la modulacién de la
expresion del gen diana. El gen diana puede ser un gen derivado de una célula, un gen enddégeno, un transgén o
genes exdgenos tales como genes de un patégeno, por ejemplo, un virus que esta presente en la célula después de
la infeccion de la misma. La célula que contiene el gen diana puede derivarse de o estar contenida en cualquier
organismo, por ejemplo, una planta, animal, protozoo, virus, bacteria u hongo.

[0096] Como se usa en este documento, el término “transcripcion” se refiere a un procedimiento celular que
implica la interaccion de una ARN polimerasa con un gen que dirige la expresion como ARN de la informacion
estructural presente en las secuencias codificantes del gen. El procedimiento incluye, pero no se limita a, las
siguientes etapas: (a) la iniciacion de la transcripcion; (b) extension del transcrito; (c) corte y empalme del transcrito;
(d) polarizacién del transcrito; (e) terminacion del transcrito; (f) poliadenilacién del transcrito; (g) exportacion nuclear
del transcrito; (h) correccion del transcrito; y (i) estabilizacion del transcrito.

[0097] Como se usa en este documento, el término “factor de transcripcion” se refiere a una proteina
citoplasmica o nuclear que se une a un gen, o se une a un transcrito de ARN de un gen, o se une a otra proteina que
se une a un gen o un transcrito de ARN u otra proteina que a su vez se une a un gen o un transcrito de ARN, de
manera que asi modula la expresién del gen. Tal modulacion puede lograrse adicionalmente por otros mecanismos;
la esencia de un “factor de transcripcion para un gen” se refiere a un factor que altera de alguna forma el nivel de
transcripcion del gen.

[0098] El término “transfeccion” se refiere a la introduccion de un acido nucleico, por ejemplo, un vector de
expresion, en una célula receptora, que en ciertos casos implica transferencia génica mediada por acido nucleico. El
término “transformacién” se refiere a un procedimiento en el que un genotipo de célula es cambiado como resultado
de la captacion celular de acido nucleico exdégeno. Por ejemplo, una célula transformada puede expresar un miARN
de la materia presentemente desvelada.

[0099] Como se usa en este documento, “significancia” o “significativo” se refiere a un andlisis estadistico de
la probabilidad de que haya una asociacion no al azar entre dos o mas entidades. Para determinar si una relacién es
o no “significativa” o tiene “significancia” pueden realizarse manipulaciones estadisticas de los datos para calcular
una probabilidad expresada como un “valor de p”. Aquellos valores de p que se encuentran por debajo de un punto
de corte definido por el usuario se consideran significativos. En un ejemplo, un valor de p inferior a o igual a 0,05, en
algunas realizaciones inferior a 0,01, en algunas realizaciones inferior a 0,005, y en algunas realizaciones inferior a
0,001, se considera significativo.

[0100] Como se usa en este documento, el término “ARN diana” se refiere a una molécula de ARN (por
ejemplo, una molécula de ARNm que codifica un producto génico) que es una diana para la modulacién. En algunas
realizaciones, el ARN diana es codificado por un gen diana. Similarmente, el término “sitio diana” se refiere a una
secuencia dentro de un ARN diana que es “elegido como diana” para la escision mediada por una construccion de
mMiARN que contiene secuencias dentro de su cadena antisentido que son complementarias al sitio diana. Por tanto,
similarmente, el término “célula diana” se refiere a una célula que expresa un ARN diana y en el que pretende
introducirse un miARN. Una célula diana es en algunas realizaciones un miocito.

[0101] Un miARN es “elegido como diana para” una molécula de ARN si tiene suficiente similitud de

nucleétidos con la molécula de ARN que se esperaria que modulara la expresion de la molécula de ARN en
condiciones suficientes para que interaccionara el miARN y la molécula de ARN. En algunas realizaciones, la
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interaccion se produce dentro de un miocito. En algunas realizaciones, la interaccién se produce bajo condiciones
fisiolégicas. Como se usa en este documento, el término “condiciones fisiolégicas” se refiere a condiciones in vivo
dentro de un miocito, si ese miocito es parte de un sujeto o tejido de un sujeto, o ese miocito esta siendo cultivado in
vitro. Por tanto, como se usa en este documento, el término “condiciones fisiologicas” se refiere a las condiciones
dentro de un miocito bajo cualquier condicién a la que pueda exponerse el miocito, tanto como parte de un sujeto
como cuando se cultiva in vitro.

[0102] Como se usa en este documento, el término “nivel de escisidon detectable” se refiere a un grado de
escisién de ARN diana (y formacion de ARN producto escindido) que es suficiente para permitir la deteccion de
productos de escision por encima de la referencia de ARN producidos por degradacién al azar del ARN diana. La
produccién de productos de escision mediados por miARN de al menos el 1 % — 5 % del ARN diana es suficiente
para permitir la deteccién por encima de la referencia para la mayoria de los procedimientos de deteccion.

[0103] Los términos “microARN” y “miARN” se usan indistintamente y se refieren a una molécula de acido
nucleico de aproximadamente 17 — 24 nucleétidos que se produce a partir de un pri-miARN, un pre-miARN o un
equivalente funcional. Los miARN deben contrastarse con ARN interferentes pequefios (ARNip), aunque en el
contexto de miARN y ARNip exdégenamente suministrados, esta distincion podria ser algo artificial. La distincion a
tener en cuenta es que un miARN es necesariamente el producto de la actividad de nucleasa en una molécula de
horquilla tal como se ha descrito en este documento, y un ARNip puede generarse a partir de una molécula de ARN
completamente bicatenaria o una molécula de horquilla. Informaciéon adicional relacionada con miARN
generalmente, ademés de una base de datos de miARN publicados conocidos y herramientas de busqueda para
explotar la base de datos, pueden encontrarse en la pagina web de Wellcome Trust Sanger Institute miRBase: :
Sequences, incorporada en este documento por referencia. Véase también The microRNA Registry, Griffiths-Jones
S., NAR, 2004, 32, Database Issue, D109 — D111, incorporada en este documento por referencia.

[0104] Como se usa en este documento, el término “ARN” se refiere a una molécula que comprende al menos
un residuo de ribonucleétido. Por “ribonucleétido” se indica un nucleétido con un grupo hidroxilo en la posicién 2' de
un resto de B-D-ribofuranosa. Los términos engloban ARN bicatenario, ARN monocatenario, ARN con regiones tanto
bicatenarias como monocatenarias, ARN aislado tal como ARN parcialmente purificado, ARN esencialmente puro,
ARN sintético y ARN recombinantemente producido. Por tanto, los ARN incluyen, pero no se limitan a: transcritos de
ARNm, miARN vy precursores de miARN y ARNip. Como se usa en este documento, el término “ARN” también
pretende englobar ARN alterado, o0 ARN anéalogo, que son ARN que se diferencian del ARN que se produce
naturalmente mediante la adicion, delecién, sustitucion y/o alteracién de uno o mas nucledtidos. Tales alteraciones
pueden incluir adicion de material de no nucledtido tal como al (a los) extremo(s) del ARN o internamente, por
ejemplo, en uno o mas nucleétidos del ARN. Los nucle6tidos en las moléculas de ARN de la materia presentemente
desvelada también pueden comprender nucledtidos no convencionales tales como nucleotidos que se producen no
naturalmente o nucledtidos o desoxinucledtidos quimicamente sintetizados. Estos ARN alterados pueden
denominarse en lo sucesivo analogos o analogos de un ARN que se produce naturalmente.

[0105] Como se usa en este documento, el término “ARN bicatenario” se refiere a una molécula de ARN al
menos una parte de la cual estd en apareamiento de bases de Watson-Crick formando un duplex. Como tal, el
término debe entenderse que engloba una molécula de ARN que es tanto completamente como sélo parcialmente
bicatenaria. ARN bicatenarios a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a: moléculas que comprenden al
menos dos cadenas de ARN distintas que estan tanto parcialmente como completamente duplexadas por hibridacion
intermolecular. Adicionalmente, el término esta previsto que incluya una Unica molécula de ARN que por hibridacion
intramolecular pueda formar una region bicatenaria (por ejemplo, una horquilla). Por tanto, como se usa en este
documento, los términos “hibridacion intermolecular” e “hibridacién intramolecular” se refieren a moléculas
bicatenarias para las que los nucledtidos implicados en la formacion del duplex estan presentes en diferentes
moléculas o la misma molécula, respectivamente.

[0106] Como se usa en este documento, el término “region bicatenaria” se refiere a cualquier regién de una
molécula de &cido nucleico que esta en una conformacién bicatenaria mediante enlaces de hidrogeno entre los
nucleétidos que incluyen, pero no se limitan a: enlaces de hidrégeno entre citosina y guanosina, adenosina y
timidina, adenosina y uracilo, y cualquier otro duplex de acido nucleico como entenderia un experto en la materia. La
longitud de la regidn bicatenaria puede variar de aproximadamente 15 pares de bases consecutivos a varios miles
de pares de bases. En algunas realizaciones, la region bicatenaria tiene al menos 15 pares de bases, en algunas
realizaciones entre 15 y 300 pares de bases, y en algunas realizaciones entre 15 y aproximadamente 60 pares de
bases. Como se describe anteriormente en este documento, la formacién de la region bicatenaria resulta de la
hibridacion de cadenas de ARN complementarias (por ejemplo, una cadena sentido y una cadena antisentido), tanto
por una hibridacién intermolecular (es decir, que implica 2 o mas moléculas de ARN distintas) como mediante una
hibridacién intramolecular, pudiendo producirse la Ultima cuando una Unica molécula de ARN contiene regiones
auto-complementarias que pueden hibridarse entre si en la misma molécula de ARN. Estas regiones auto-
complementarias estdn normalmente separadas por una corta extension de nucleétidos (por ejemplo,
aproximadamente 5 — 10 nucleétidos), de forma que el acontecimiento de hibridacién intramolecular forma lo que se
denomina en la materia una “horquilla” o una “estructura de tallo-bucle”.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 387250 T3

1. Acidos nucleicos

[0107] Las moléculas de acidos nucleicos empleadas segun la materia presentemente desvelada incluyen
moléculas de acidos nucleicos que codifican un producto génico de miocito, ademas de las moléculas de acidos
nucleicos que se usan segun la materia presentemente desvelada para modular la expresiéon de un gen de miocito
(por ejemplo, una molécula de acido nucleico de miARN). Por tanto, las moléculas de acidos nucleicos empleadas
segun la materia presentemente desvelada incluyen, pero no se limitan a: las moléculas de é&cidos nucleicos
descritas en este documento. Por ejemplo, las moléculas de acidos nucleicos empleadas en este documento
incluyen, pero no se limitan a: miR-1 (UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA; SEQ ID Ne° 1), miR-133
(UUGGUCCCCUUCAACCAGCUGU; SEQ ID N°: 2), miR-206 (UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG; SEQ ID Ne: 3),
miR-208 (AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU; SEQID N O : 4), mi R-22 (AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU; SEQ
ID Ne: 5), miR-26 (UUCAAGUAAUYCAGGAUAGGY(U); SEQ ID Ne: 6), miR-29
(UAGCACCAUYUGAAAUCrGU(kUU); SEQ ID N°: 7), miR-30 (ykUwmAswysshhswyUvnvv(bC); SEQ ID N°: 8), miR-
128 (UCACAGUGAACCGGUCUCUUUy; SEQ ID N°: 9), m i R-143 (UGAGAUGAAGCACUGUAGCUCA,; SEQ ID Ne¢:
10) y miR-145 (GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUU; SEQ ID N°: 11); secuencias sustancialmente idénticas a
aquellas descritas en este documento (por ejemplo, en algunas realizaciones, secuencias de al menos el 70 %, 80
%, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 el 99 % idénticas a cualquiera de SEQ ID N°: 1-
11); y subsecuencias y secuencias alargadas de las mismas. La materia presentemente desvelada también engloba
genes, ADNc, genes quiméricos y vectores que comprenden las secuencias de acidos nucleicos desveladas. Sdélo
miR-1 y miR-133 estan cubiertos por las presentes reivindicaciones.

[0108] Los cédigos de nucledtidos de una letra usados anteriormente y en cualquier parte en este documento
son segun WIPO Standard ST.25 (1998), Apéndice 2, Tabla 1, (M.P.E.P. 2422, Tabla 1), incorporado en este
documento por referencia. En particular, los siguientes cddigos de una letra representan el (los) nucleétido(s)
asociado(s) que se expone(n) en la Tabla 1. El (Los) nucledtido(s) en paréntesis (por ejemplo, (n)) pretende(n)
significar que el (los) nucledtido(s) puede(n) estar presente(s) o ausente(s). Ademas, la Figura 21 enumera
secuencias individuales posibles para SEQ ID N°: 5-11 basandose en las permutaciones de nucleétidos expuestas
en SEQ ID N°: 5-11.
Tabla 1

Abreviaturas de nucle6tidos de una letra
adenina
guanina
citosina

timina
uracilo
GoUIT
UToA
CoA
GoC
A, C,oU/T
G,A,0C
C,G,oUT

A G, C,oUT

CoT/U

<|o|oi<|zlo|3s|~|Cc|H|O|O|>

[0109] Una secuencia de nucleétidos a modo de ejemplo empleada en los procedimientos desvelados en este
documento comprende secuencias que son complementarias entre si, pudiendo formar las regiones
complementarias un diplex de, en algunas realizaciones, al menos aproximadamente 15 a 300 pares de bases, y en
algunas realizaciones, al menos aproximadamente 15 — 24 pares de bases. Una cadena del diplex comprende una
secuencia de acidos nucleicos de al menos 15 bases contiguas que tienen una secuencia de acidos nucleicos de
una molécula de &cido nucleico de la materia presentemente desvelada. En un ejemplo, una cadena del duplex
comprende una secuencia de &cidos nucleicos que comprende 15, 16, 17 6 18 nucledtidos, o incluso mas si se
desea, tal como 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 6 30 nucledtidos, o hasta la longitud completa de
cualquiera de aquellas secuencias de acidos nucleicos descritas en este documento. Tales fragmentos pueden
prepararse facilmente, por ejemplo, sintetizando directamente el fragmento por sintesis quimica, por aplicacion de
tecnologia de amplificaciéon de acidos nucleicos o introduciendo secuencias seleccionadas en vectores
recombinantes para la produccién recombinante. El término “hibridar especificamente con” se refiere a la union,
formacion de duplex o hibridacién de una molécula sola con una secuencia de nucledtidos particular bajo
condiciones rigurosas cuando esa secuencia esta presente en una mezcla de acido nucleico complejo (por ejemplo,
ADN o ARN celular total).

[0110] El término “subsecuencia” se refiere a una secuencia de una molécula de acido nucleico o molécula de

aminoacido que comprende una parte de una secuencia de acidos nucleicos o de aminoacidos mas larga. Una
subsecuencia a modo de ejemplo es una secuencia que comprende parte de una region de duplex de un pri-miARN
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o un pre-miARN (“precursores de miARN") que incluye, pero no se limita a, los nucleétidos que se convierten en el
mMiARN maduro después de la accion de nucleasas o una regién monocatenaria en un precursor de miARN.

[0111] El término “secuencia extendida” se refiere a una adicién de nucledtidos (u otras moléculas analogas)
incorporadas en el acido nucleico. Por ejemplo, una polimerasa (por ejemplo, una ADN polimerasa) puede afadir
secuencias al extremo 3' de la molécula de &cido nucleico. Ademas, la secuencia de nucleétidos puede combinarse
con otras secuencias de ADN tal como promotores, regiones promotoras, potenciadores, sefiales de poliadenilacion,
secuencias intrénicas, sitios de enzimas de restriccion adicionales, sitios de clonacién mdltiple y otros segmentos
codificantes.

[0112] Los acidos nucleicos de la materia presentemente desvelada pueden clonarse, sintetizarse, alterarse
recombinantemente, mutagenizarse o someterse a combinaciones de estas técnicas. En la técnica se conocen
técnicas de clonacion de ADN recombinante y molecular convencionales usadas para aislar acidos nucleicos.
Procedimientos no limitantes a modo de ejemplo se describen por Silhavy y col., 1984*; Ausubel y col., 1989%;
Glover & Hames, 1995*"; y Sambrook & Russell, 2001%. La mutagénesis especifica para sitio para crear cambios de
pares de bases, deleciones o pequefias inserciones también se conocen en la técnica como se ejemplifica por las
publicaciones (véase, por ejemplo, Adelman y col., 1983* Sambrook & Russell, 2001*°).

IV. Vectores de expresiéon de miARN

[0113] En algunas realizaciones de la materia presentemente desvelada, moléculas de miARN o moléculas de
precursores de miARN se expresan a partir de unidades de transcripcion insertadas en vectores de acido nucleico
(alternativamente denominados generalmente “vectores recombinantes” o “vectores de expresion”). Un vector puede
usarse para administrar una molécula de acido nucleico que codifica un mIARN en un miocito para elegir como diana
un gen especifico. Los vectores recombinantes pueden ser, por ejemplo, plasmidos de ADN o vectores viricos. En la
técnica se conoce una variedad de vectores de expresion. La seleccion del vector de expresion apropiado puede
hacerse basandose en varios factores que incluyen, pero no se limitan a: el tipo de célula en el que se desea la
expresion.

[0114] El término “vector” se refiere a un acido nucleico que puede transportar otro acido nucleico con el que
se ha ligado. Vectores incluyen aquellos que pueden replicarse autbnomamente y expresar acidos nucleicos con los
que se ligan. Los vectores que pueden dirigir la expresion de genes con lo que estan operativamente ligados se
denominan en este documento “vectores de expresion”. En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas
recombinantes estan frecuentemente en forma de plasmidos. Sin embargo, la materia presentemente desvelada
pretende incluir otras formas de vectores de expresion tales que sirven a funciones equivalentes y que se conocen
en la técnica posteriormente a esto.

[0115] El término “vector de expresion” como se usa en este documento se refiere a una secuencia de
nucleétidos que puede dirigir la expresion de una secuencia de nucledtidos particular en una célula huésped
apropiada que comprende un promotor operativamente ligado a la secuencia de nucleétidos de interés que esta
operativamente ligado a secuencias de terminacién de la transcripcion. Normalmente también comprende
secuencias requeridas para la traduccion apropiada de la secuencia de nucleétidos. La construccién que comprende
la secuencia de nucleétidos de interés puede ser quimérica. La construccion también puede ser una que se produce
naturalmente, pero que ha sido obtenida de una forma recombinante Util para expresion heteréloga. La secuencia de
nucleétidos de interés, que incluye cualquier secuencia adicional disefiada para efectuar la expresiéon apropiada de
las secuencias de nucledtidos, también puede denominarse en lo sucesivo un “casete de expresion”.

[0116] Los términos “gen heterdlogo”, “secuencia de ADN heterdloga”, “secuencia de nucleétidos heterodloga”,
“molécula de acido nucleico exdgena” o “segmento de ADN exdgeno”, como se usan en este documento, se refieren
cada uno a una secuencia que se origina a partir de una fuente extrafia a una célula huésped prevista o, si es a
partir de la misma fuente, se modifica a partir de su forma original. Por tanto, un gen heter6logo en una célula
huésped incluye un gen que es enddgeno a la célula huésped particular, pero que se ha modificado, por ejemplo,
por mutagénesis o por aislamiento a partir de secuencias reguladoras transcripcionales nativas. Los términos
también incluyen copias mdltiples que se producen no naturalmente de una secuencia de nucleétidos que se
produce naturalmente. Por tanto, los términos pueden referirse a un segmento de ADN que es extrafio o heterélogo
para la célula, u homdlogo con la célula, pero en una posicion dentro del acido nucleico de la célula huésped en la
gue el elemento no se encuentra generalmente.

[0117] El término “promotor” o “regién promotora” se refiere cada uno a una secuencia de nucleétidos dentro
de un gen que esta posicionado 5' con respecto a una secuencia codificante y funciona para dirigir la transcripcion
de la secuencia codificante. La region promotora comprende un sitio de inicio de la transcripciéon y puede incluir
adicionalmente uno o mas elementos reguladores de la transcripcion. En algunas realizaciones, un procedimiento de
la materia presentemente desvelada emplea un promotor de ARN polimerasa Il

[0118] Un “promotor minimo” es una secuencia de nucleétidos que tiene los elementos minimos requeridos
para permitir que se produzca la transcripcién de nivel basal. Como tales, los promotores minimos no son
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promotores completos, sino que son subsecuencias de promotores que pueden dirigir un nivel basal de transcripcién
de una construccion indicadora en un sistema experimental. Los promotores minimos incluyen, pero no se limitan a:
el promotor minimo del citomegalovirus (CMV), el promotor minimo de la timidina cinasa del virus del herpes simple
(HSV-tk), el promotor minimo del virus simio 40 (SV40), el promotor minimo de B-actina humana, el promotor minimo
de EF2 humano, el promotor minimo del adenovirus E1B y el promotor minimo de la proteina de choque térmico
(hsp) 70. Los promotores minimos se incrementan frecuentemente con uno o mas elementos reguladores de la
transcripcion para influir la transcripcion de un gen operativamente ligado. Por ejemplo, pueden afiadirse elementos
reguladores de la transcripcion especificos para tipo de célula o especificos para tejido a los promotores minimos
para crear promotores recombinantes que dirigen la transcripcion de una secuencia de nucleétidos operativamente
ligada de un modo especifico para tipo de célula o especifico para tejido. Como se usa en este documento, el
término “promotor minimo” también engloba un derivado funcional de un promotor desvelado en este documento que
incluye, pero no se limita a, un promotor de ARN polimerasa Ill (por ejemplo, un promotor de H1, 7SL, 5S o U6), un
promotor del adenovirus VAL, un promotor de Vault, un promotor de ARN de telomerasa y un promotor del gen de
ARNt.

[0119] Diferentes promotores tienen diferentes combinaciones de elementos reguladores de la transcripcion.
Tanto si un gen se expresa en una célula como si no depende de una combinacion de los elementos reguladores de
la transcripcion particulares que constituyen el promotor del gen y los diferentes factores de transcripcion que estan
presentes dentro del nucleo de la célula. Como tales, los promotores se clasifican frecuentemente como
“constitutivos”, “especificos para tejido”, “especificos para tipo de célula” o “inducibles” dependiendo de sus
actividades funcionales in vivo o in vitro. Por ejemplo, un promotor constitutivo es uno que puede dirigir la
transcripcion de un gen en una variedad de tipos de células (en algunas realizaciones, en todos los tipos de células)
de un organismo. Promotores constitutivos a modo de ejemplo incluyen los promotores para los siguiente genes que
codifican ciertas funciones constitutivas o “de mantenimiento”: hipoxantina fosforibosil transferasa (HPRT),
dihidrofolato reductasa (DHFR; (Scharfmann y col., 1991), adenosina desaminasa, fosfoglicerato cinasa (PGK),
piruvato cinasa, fosfoglicerato mutasa, el promotor de B-actina (véase, por ejemplo, Williams y col., 1993) y otros
promotores constitutivos conocidos para aquellos expertos en la materia. Por otra parte, los promotores “especificos
para tejido” o “especificos para tipo de célula” dirigen la transcripcion en algunos tejidos o tipos de células de un
organismo, pero son inactivos en algunos o todos los otros tejidos o tipos de células. Promotores especificos para
tejido a modo de ejemplo incluyen aquellos promotores descritos en mas detalle mas adelante en este documento,
ademas de otros promotores especificos para tejido y especificos para tipo de célula conocidos para aquellos
expertos en la materia.

[0120] Cuando se usa en el contexto de un promotor, el término “ligado” como se usa en este documento se
refiere a una proximidad fisica de elementos promotores de forma que funcionen juntos para dirigir la transcripcion
de una secuencia de nucledtidos operativamente ligada.

[0121] El término “secuencia reguladora de la transcripcion” o “elemento regulador de la transcripcién”, como
se usa en este documento, se refiere cada uno a una secuencia de nucle6tidos dentro de la regién promotora que
permite sensibilidad a un factor de transcripcion regulador. La sensibilidad puede englobar una disminucién o un
aumento en la salida de la transcripcion y esta mediada por la union del factor de transcripcién a la secuencia de
nucleétidos que comprende el elemento regulador de la transcripcion. En algunas realizaciones, una secuencia
reguladora de la transcripcion es una secuencia de terminacion de la transcripcién, alternativamente denominada en
este documento sefial de terminacion de la transcripcion.

[0122] El término “factor de transcripcion” se refiere generalmente a una proteina que modula la expresion
génica por interaccién con el elemento regulador de la transcripcién y componentes celulares para la transcripcion,
que incluyen ARN polimerasa, factores asociados a la transcripcion (TAF), proteinas de remodelacion de cromatina y
cualquier otra proteina relevante que tenga un impacto sobre la transcripcién génica.

V. Procedimientos para modular la expresién génica en miocitos

[0123] La materia presentemente desvelada proporciona agentes para su uso en procedimientos para
modular la expresiéon de genes en miocitos con especificidad. En algunas realizaciones, los procedimientos
comprenden poner en contacto un miocito con un miARN o un vector que codifica el miARN elegido como diana
para un gen en el miocito. La elecciobn como diana de uno o mas genes particulares en miocito permite la
manipulacion de la funcién o desarrollo de miocitos (por ejemplo, diferenciacién) con un alto nivel de especificidad.
Por tanto, en algunas realizaciones, la materia presentemente desvelada proporciona ademas procedimientos para
modular la funcién o desarrollo de miocitos poniendo en contacto un miocito con un miARN elegido como diana para
un gen en el miocito que puede modular la funcién o desarrollo de miocitos.

[0124] En algunas realizaciones, el miARN elegido como diana para un gen particular se selecciona de miR-1
y miR-133 (SEQ ID N°: 1-2) que incluye miARN que tienen secuencias al menos aproximadamente el 70 %, 80 %,
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 el 99 % idénticas a las secuencias expuestas en
una cualquiera de SEC ID N° 1-2.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 387250 T3

[0125] Un miARN es “elegido como diana para” un molécula de ARN si tiene suficiente similitud de nucleétidos
con la molécula de ARN que se esperaria que modulara la expresién de la molécula de ARN en condiciones
suficientes para que interaccionen el miARN y la molécula de ARN. En algunas realizaciones, la interaccion se
produce dentro de un miocito. En algunas realizaciones, la interaccién se produce bajo condiciones fisiolégicas.
Como se usa en este documento, el término “condiciones fisiologicas” se refiere a condiciones in vivo dentro de un
miocito, si ese miocito es parte de un sujeto o tejido de un sujeto, o ese miocito esta siendo cultivado in vitro. Por
tanto, como se usa en este documento, el término “condiciones fisioldgicas” se refiere a las condiciones dentro de un
miocito bajo cualquier condicion a la que pueda exponerse el miocito, tanto como parte de un organismo como
cuando se cultiva in vitro.

[0126] En algunas realizaciones, el gen elegido como diana es un gen de diferenciacién de miocitos o un gen
de proliferacién de miocitos y cuando se expresa puede modular la diferenciacién y/o proliferacion de miocitos,
respectivamente. En algunas realizaciones, el gen elegido como diana puede expresar un producto génico que
inhibe la diferenciacion y/o proliferacion de miocitos. Por tanto, la inhibicién elegida como diana de la expresion de
uno o mas de estos genes diana de diferenciacién y/o proliferacién por el miARN puede producir un aumento en la
diferenciacion y/o proliferacién del miocito tratado. En realizaciones a modo de ejemplo no limitantes de la materia
presentemente desvelada, el gen de diferenciacion de miocitos puede codificar un polipéptido de histona
desacetilasa 4 (HDAC4) o una proteina 240 de receptor de hormona tiroidea (TRAP240) y el gen de proliferacién de
miocitos puede codificar un polipéptido de factor de respuesta a suero (SRF).

[0127] La expresion de uno o mas de los genes de diferenciacion o proliferaciéon de miocitos puede elegirse
como diana para la inhibicion utilizando uno de los miARN desvelados en este documento. Los miARN miR-1 y
mMiARN-133 eligen cada uno especificamente como diana la regién sin traducir de 3' de HDAC4 y SRF,
respectivamente, e inhiben la expresion de los productos génicos codificados por estos genes. Por tanto, en algunas
realizaciones de la materia presentemente desvelada, la diferenciacion de un miocito puede aumentarse poniendo
en contacto el miocito con miR-1, que elige como diana el gen que codifica HDAC4, previniéndose asi
sustancialmente la expresion de HDAC4 y aumentando la diferenciacion de miocitos. Asimismo, en algunas
realizaciones de la materia presentemente desvelada, la proliferacion de un miocito puede aumentarse poniendo en
contacto el miocito con miR-133, que elige como diana el gen que codifica SRF, previniéndose asi sustancialmente
la expresion de SRF y aumentando la proliferacion de miocitos.

VI. Procedimientos terapéuticos

[0128] La materia presentemente desvelada proporciona en algunas realizaciones agentes para su uso en
procedimientos terapéuticos para tratar una lesion muscular en un sujeto. Como se desvela en este documento, los
miARN pueden elegirse como diana para genes para modular la expresion de los genes. En particular, los genes
que expresan productos que funcionan para inhibir la diferenciacién y/o proliferacion de miocitos pueden ser
elegidos como diana por miARN para inhibir la expresion de estos genes, produciendo un aumento de la
diferenciacion y/o proliferacion de miocitos. Ademas, los inhibidores de miARN pueden elegirse como diana para
miARN enddgenos para facilitar el aumento relativo en la expresién de productos génicos particulares de un modo
beneficioso para el tratamiento de la lesion muscular. Adicionalmente, las combinaciones de miARN y/o inhibidores
de miARN pueden co-administrarse a la lesion muscular en un enfoque para optimizar la curacion de la lesién. El
aumento de la diferenciacién y/o proliferacién de miocitos puede ser beneficioso en la curacion de tejido muscular
lesionado o la estimulacion del recrecimiento de tejido muscular perdido.

[0129] Por tanto, en algunas realizaciones de la materia presentemente desvelada, los agentes
proporcionados usados en procedimientos para tratar una lesién muscular en un sujeto comprenden administrar a un
sitio de lesion muscular en un sujeto una cantidad eficaz de un miARN, un vector que codifica el mIARN, un inhibidor
de un miARN, o combinaciones de los mismos, en las que el miARN es elegido como diana para un gen en un
miocito en el sitio de lesion muscular.

[0130] El desarrollo muscular, y comparablemente el crecimiento y/o curacion de musculo, tal como después
de lesion, pueden producirse en fases. Fases representativas incluyen proliferacion de miocitos no diferenciada,
seguida de diferenciacion de los miocitos en células maduras del tejido muscular. Por tanto, la reparacion de tejido
muscular en un sitio de lesién muscular puede facilitarse por la administracion coordinada al sitio de lesion de
miARN y/o inhibidores de miARN que potencian la proliferacion de miocitos no diferenciados, y la administracion al
sitio de lesion de miARN y/o inhibidores de miARN que potencian la diferenciacion de los miocitos proliferados en
tejido muscular de funcionamiento maduro.

[0131] Por ejemplo, como se desvela en este documento, se ha determinado que miR-1 y miR-133
desempefian cada uno funciones distintas en la modulacion de la proliferacién y diferenciacion de musculo
esquelético. miR-133 potencia la proliferacién de miocitos reprimiendo SRF. A diferencia, miR-1 promueve la
diferenciacion de miocitos eligiendo como diana HDAC4, un represor de la transcripcion de la expresiéon génica de
musculo. Por tanto, en una realizacion representativa no limitante de la materia presentemente desvelada, miR-133
y un inhibidor de miR-1 (por ejemplo, 2'-O-metil-miR-1) se co-administran primero al sitio de lesion muscular en un
primer momento de tiempo para aumentar la proliferacion de miocitos en el sitio de lesion. Entonces, miR-1 y un
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inhibidor de miR-133 (por ejemplo, 2'-O-metil-miR-133) se co-administran al sitio de lesién muscular en un segundo
momento de tiempo para aumentar la diferenciacién de los miocitos proliferados. La coadministracion temporalmente
coordinada de mdultiples miARN y/o inhibidores de miARN puede mejorar adicionalmente la recuperacion de lesion
muscular.

[0132] En algunas realizaciones, la lesidbn muscular resulta de un traumatismo muscular mecanico, un
trastorno degenerativo muscular, una lesién cardiaca, o una combinaciéon de los mismos. El traumatismo muscular
mecanico puede ser el resultado de, por ejemplo, traumatismo por objeto contundente tal como se produce en
accidentes de automovil o lesiones penetrantes en las que el tejido muscular es cortado o rasgado. Trastornos
degenerativos musculares no limitantes a modo de ejemplo incluyen distrofias musculares (por ejemplo, distrofia
muscular de Duchenne (DMD)), enfermedades de las neuronas motoras (por ejemplo, esclerosis lateral amiotréfica
(ELA)), miopatias inflamatorias (por ejemplo, dermatomiositis (DM)), enfermedades de la unién neuromuscular (por
ejemplo, miastenia grave (MG)), miopatias endocrinas (por ejemplo, miopatia hipertiroidea (HYPTM)) y
enfermedades musculares metabdlicas (por ejemplo, deficiencia de fosforilasa (MPD)). Lesiones de musculo por
lesion cardiaca no limitantes a modo de ejemplo incluyen infarto de miocardio y lesién por reperfusion de muasculo
cardiaco.

[0133] El miARN elegido como diana para un gen particular se selecciona del grupo que consiste en miR-1y
miR-133 (SEQ ID N°: 1-2), que incluye miARN que tienen secuencias al menos el 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92
%, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % idénticas a las secuencias expuestas en una cualquiera de SEC
ID N° 1-2. En algunas realizaciones, el gen es un gen de diferenciacién de miocitos (por ejemplo, que codifica
HDAC4 o TRAP240) o un gen de proliferacion de miocitos (por ejemplo, que codifica SRF).

[0134] Con respecto a los procedimientos terapéuticos de la materia presentemente desvelada, un sujeto
preferido es un sujeto vertebrado. Un vertebrado preferido es de sangre caliente; un vertebrado de sangre caliente
preferido es un mamifero. Un mamifero preferido es lo méas preferentemente un ser humano. Como se usa en este
documento, el término “sujeto” incluye sujetos tanto humano como animales. Por tanto, se proporcionan usos
terapéuticos veterinarios segun la materia presentemente desvelada.

[0135] Como tal, la materia presentemente desvelada proporciona el tratamiento de mamiferos tales como
seres humanos, ademas de aquellos mamiferos de importancia debido a que estan en vias de extincién tales como
tigres siberianos; de importancia econémica tales como animales criados en granjas para el consumo por los seres
humanos; y/o animales de importancia social para los seres humanos tales como animales mantenidos mascotas o
en zoologicos. Ejemplos de tales animales incluyen, pero no se limitan a: carnivoros tales como gatos y perros;
cerdos, que incluyen cerdos, cerdos salvajes y jabalies; rumiantes y/o ungulados tales como ganado vacuno, buey,
ovejas, jirafas, ciervo, cabras, bisonte y camellos; y caballos. También se proporciona el tratamiento de pajaros, que
incluye el tratamiento de aquellos tipos de pajaros que estan en vias de extincién y/o mantenidos en zool4gicos,
ademas de aves, y mas particularmente aves domesticadas, es decir, aves de corral tales como pavos, pollos, patos,
ganso, gallina de Guinea y similares, ya que también son de importancia econémica para los seres humanos. Por
tanto, también se proporciona el tratamiento de ganado que incluye, pero no se limita a, cerdos domesticados,
rumiantes, ungulados, caballos (incluyendo caballos de carreras), aves de corral y similares.

[0136] Procedimientos adecuados para administrar a un sujeto un miARN o un vector que codifica el miARN
incluyen, pero no se limitan a: administracion sistémica, administracion parenteral (incluyendo administracion
intravascular, intramuscular, intraarterial), administracion oral, administracion bucal, administracion subcutanea,
inhalacion, instilacion intratraqueal, implantacién quirtrgica, administracion transdérmica, inyeccion local e
inyeccion/bombardeo a hiper-velocidad. Si procede, la infusiéon continua puede potenciar la acumulacion de farmaco
en un sitio diana.

[0137] El modo particular de administracion usado segun los procedimientos de la presente materia depende
de diversos factores que incluyen, pero no se limitan a: el miARN y/o vector vehiculo empleado, la gravedad de la
afeccion que va a tratarse y mecanismos para el metabolismo o la eliminacion del (de los) compuesto(s) activo(s)
tras la administracion.

[0138] El término “cantidad eficaz” se usa en este documento para referirse a una cantidad de la composicion
terapéutica (por ejemplo, una composicion que comprende un miARN o un vector que codifica el miIARN) suficiente
para producir una respuesta biolégica medible (por ejemplo, un aumento en la diferenciacion y/o proliferacién de
miocitos). Niveles de dosificacién reales de compuestos activos en una composicion terapéutica de la materia
presentemente desvelada pueden variarse de manera que se administre una cantidad del (de los) compuesto(s)
activo(s) que es eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para un sujeto y/o aplicacion particular. El nivel
de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores que incluyen la actividad de la composicion
terapéutica, formulacion, la via de administracion, combinacion con otros farmacos o tratamientos, gravedad de la
afeccion que esta tratandose y la afeccion fisica e historia médica previa del sujeto que esta tratandose.
Preferentemente se administra una dosis minima, y la dosis se aumenta en ausencia de toxicidad limitante de dosis
a una cantidad minimamente eficaz. La determinacion y el ajuste de una dosis eficaz, ademas de la evaluacién de
cuando y cémo hacer tales ajustes, estan dentro del experto en la materia.
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EJEMPLOS

[0139] Los siguientes ejemplos se han incluido para ilustrar modos de la materia presentemente desvelada.
En vista de la presente divulgacion y el nivel general de habilidad en la materia, los expertos apreciaran que los
siguientes ejemplos sélo pretenden ser a modo de ejemplo y que pueden emplearse numerosos cambios,
modificaciones y alteraciones sin apartarse del alcance de la materia presentemente desvelada.

EJEMPLO 1

[0140] Con el fin de entender la posible implicacién de microARN (miARN) en la proliferacion y diferenciacion
de musculo esquelético, los presentes inventores analizaron la expresién de miARN durante la diferenciacion de
musculo esquelético usando el andlisis de micromatrices establecidas®. Los presentes inventores eligieron usar
mioblastos C,C12 debido a que esta linea de células imita fielmente la diferenciacion de misculo esquelético in vitro
ya que los mioblastos pueden inducirse para convertirse en miotubos terminalmente diferenciados cuando el suero
se extrae del medio de cultivo™®". Los presentes inventores encontraron que la expresién de una fraccion del
mMiARN examinado se regulé por incremento en mioblastos C2C12/miotubos diferenciados (Figura 1a y Figura 6). El
aumento en la expresion de miR-1 y miR-133 en mioblastos diferenciados se confirmé por andlisis de transferencia
Northern (Figura 1b y Figura 7).

EJEMPLO 2

[0141] miR-1 y miR-133 se expresan especificamente en tejidos de musculo cardiaco y esquelético adulto,
pero no en otros tejidos probados (Figura 1c, Figura 8). Sin embargo, poco se sabe sobre la distribucién temporo-
espacial de miARN especificos durante el desarrollo de mamiferos. Por tanto, los presentes inventores examinaron
la expresion de miR-1 y miR-133 en embriones de ratdn y neonatos. miR-1 y miR-133 se expresan a niveles muy
bajos en los corazones en desarrollo y misculo esquelético de embriones de E13,5 y E16,5 (Figura 1d y Figura 8).
Se encontré un nivel creciente de la expresion de miR-1 y miR-133 en corazones neonatales y musculo esquelético,
aunque éste es todavia significativamente mas bajo que el de adultos (Figura le y Figura 8). Estos datos estan de
acuerdo con los hallazgos de pez cebra en el que la mayoria de los miARN se expresan relativamente tarde durante
la embriogénesis™®.

EJEMPLO 3

[0142] Tanto miR-1 como miR-133 estan agrupados juntos en los cromosomas 2 (separados por 9,3 kb) y 18
(separados por 2,5 kb) de ratén (Figura 9 y ref. 14). Los presentes inventores realizaron un analisis de transferencia
Northern usando sondas genémicas de ~ 300 pb que incluian las secuencias de miR-1 o miR-133 (Figuras 9a-9e).
Las sondas de miR-1 y miR-133 del cromosoma 18 detectaron un Unico transcrito primario de ~ 6 kb de ARN totales
aislados de musculo cardiaco y esquelético (Figuras 9b y 9c), que indica que miR-1 y miR-133 son de hecho
transcritos juntos. Mientras que tanto las sondas de miR-1 como de miR-133 del cromosoma 2 detectaron un
transcrito de ~ 10 kb de mdsculo cardiaco y esquelético, la sonda de miR-133 también se hibridé con dos
transcritos adicionales de ~ 4,5 kb y ~ 2,2 kb, mientras que la sonda de miR-1 también detecté un transcrito
principal de ~ 6 kb (Figuras 9d y 9e), sugiriendo la posible implicacién del procesamiento postranscripcional. Juntos,
los datos de los presentes inventores indican que la expresion especifica para misculo cardiaco y esquelético de
miR-1 y miR-133 es dictada como la etapa de transcripcion primaria.

EJEMPLO 4

[0143] Los presentes inventores razonaron que los elementos reguladores que controlan la transcripcion de
tanto el cromosoma 2 como 18 de agrupaciones de miR-1 y miR-133 estan probablemente conservados. Por tanto,
los presentes inventores realizaron analisis de secuencias e identificaron una region altamente conservada (~ 2 kb),
gue se encuentra aproximadamente 50 kb en la direccion 5' de las agrupaciones de miR-1/133 en tanto el
cromosoma 2 como 18 (Figura 10). Cuando este fragmento gendémico del cromosoma 2 se usé para accionar la
expresion de un gen indicador dsRed en Xenopus transgénico, los presentes inventores encontraron expresion
especifica para musculo cardiaco y esquelético del transgén (Figura 10).

EJEMPLO 5

[0144] Para evaluar la funcién de miR-1 y miR-133 en musculo esquelético, los presentes inventores
intentaron primero expresar en exceso miR-1 y miR-133 en células de mamifero. Los presentes inventores probaron
y validaron la expresion y actividad de ambos miARN usando analisis de transferencia Northern, ademas de
“sensores” de miR-1y miR-133", en los que las secuencias complementarias para miR-1 0 miR-133 se clonaron en
la direccion 3' de una secuencia codificante de dsRed (Figura 11 y datos no mostrados). Los presentes inventores
transfectaron mioblastos C2C12 con miR-1 o miR-133 y luego tanto mantuvieron las células en medio de crecimiento
(MC) como las transfirieron a medio de diferenciacion (MD) después de la transfeccién. miR-1 potenci6 fuertemente
la miogénesis como se indica por el aumento de la expresion de los marcadores miogénicos tanto tempranos como
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tardios miogenina y cadena pesada de la miosina (MHC), respectivamente, ademas de otros marcadores
miogénicos que incluyen MyoD, Mef2 y a-actina esquelética (Figuras 2a — 2e, 2i, 2j y Tabla 2). miR-1 indujo la
expresion génica de marcadores miogénicos en células mantenidas en tanto la condicion de crecimiento en fase
logaritmica (Figura 2c) como la condicion de diferenciacion (Figuras 2, 2d, 2e). La diferenciacion miogénica
acelerada inducida por miR-1 también va acompafiada de una disminucion en la proliferacion celular, como se
marca por una diminucion significativa en la expresion de fosfo-histona H3 (Figuras 2, 2c, 2e y Tabla 2). De particular
importancia, la miogénesis inducida por miR-1 es especifica, ya que la expresion en exceso de un control de GFP o
miR-208, que no se expresa endégenamente en miocitos esqueléticos, no mostré efecto (Figuras 2a — 2e). Ademas,
las mutaciones introducidas en las secuencias “semilla” de miR-1 abolieron su capacidad para activar la expresion
génica miogénica (Figuras 2d — 2e). A diferencia, la expresion en exceso de miR-133 reprimié la expresion de
miogenina y MHC (Figura 2, a — e y Tabla 2) y promovio la proliferacion de mioblastos (Figuras 2¢c — 2e y Tabla 2).
De nuevo, el efecto de miR-133 sobre la proliferacién de mioblastos es especifica, ya que los controles no mostraron
efecto y la mutacion introducida abolié la funcion de miR-133 (Figuras 2a — 2e, 2j).
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[0145] Los presentes inventores realizaron el experimento reciproco en el que los presentes inventores
transfectaron mioblastos C2C12 con los 2'-O-metiloligonucleétidos inhibidores antisentido de miR-1 o miR-133 (o
GFP y miR-208 de control), que se ha mostrado que inhiben la funcién de miARN*®*°. Las células transfectadas con
el inhibidor de miR-1 mostraron inhibicién de la miogénesis y promocién de la proliferacion de mioblastos, como se
indica por una disminucién en marcadores miogénicos y un aumento en fosfo-histona H3 (Figuras 2f — 2i y Tabla 2).
De acuerdo con la funcion de miR-133 en la promocion de la proliferacion de mioblastos y la represion de la
diferenciacion, la inhibicion de miR-133 produjo un efecto opuesto, en el que la miogénesis fue potenciada y la
proliferacion celular se reprimi6 (Figuras 2f — 2j y Tabla 2). A diferencia, los inhibidores de 2'-O-metilo de control no
mostraron efectos (Figuras 2f — 2j). Los presentes inventores llegan a la conclusiéon de que miR-1 y miR-133 tienen
distintas funciones en la proliferacion y diferenciacion de musculo esquelético: miR-1 promueve la diferenciacion de
mioblastos, mientras que miR-133 estimula la proliferacion de mioblastos.

EJEMPLO 6

[0146] Tanto miR-1 como miR-133 se han encontrado en la mayoria de las especies animales, de Drosophila
a humano, sugiriendo que se conservan evolutivamente. Para probar los efectos de miR-1 y miR-133 sobre el
desarrollo de musculo esquelético y del corazén in vivo, los presentes inventores identificaron copias de miR-1 y
miR-133 en Xenopus y probaron su funcion mediante expresion inadecuada. La introduccion de miR-1 en el estadio
de una célula conduce a un eje espectacularmente acortado con reduccién acompafiante en estructuras anteriores y
un aumento en el tamafio del cuerpo a lo largo del eje dorsal-ventral se compara con controles tanto sin inyectar
como inyectados con miGFP (n > 45, dos experimentos independientes) (Figura 3). Aunque se formaron somitas en
embriones inyectados con miR-1 (Figura 3), la tincién con anticuerpo de montaje completo y el seccionamiento
seriado revelan que el tejido esté altamente desorganizado y fracasa en desarrollarse en estructuras segmentadas
(Figuras 3e, 3f, 3j). El tejido cardiaco estd completamente ausente como se juzga por histologia, tincién con
tropomiosina (Figuras 3f, 3j) y tincion con actina cardiaca. Ademas de estos defectos, hay una espectacular
disminucion en la tincién con fosfo-histona H3 (Figuras 3i — 3k), de acuerdo con la funcién esencial de miR-1 en
regular la proliferacion y diferenciacion de miocitos. Aunque la expresion inadecuada de miR-133 también conduce a
una reduccion en estructuras anteriores y se detecta en el desarrollo de somitas, a diferencia de miR-1, s6lo hay una
modesta reduccion en la longitud anterior-posterior y los efectos somaticos son los mas graves en los aspectos mas
anteriores o posteriores del embrion en los que las somitas fracasan en formarse (Figuras 3g, 3h). Ademas, el tejido
cardiaco se forma frecuentemente en embriones de miR-133, aunque esta altamente desorganizado y fracasa en
experimentar ciclo cardiaco o formacion de cavidades (Figuras 3g, 3h, 3k). En conjunto, estos datos sugieren que el
momento correcto y los niveles de tanto miR-1 como miR-133 son necesarios para el apropiado desarrollo de
musculo esquelético y del corazon.

EJEMPLO 7

[0147] HDAC4 contiene dos sitios de miR-1 putativos que se producen naturalmente en su 3' UTR, que estan
evolutivamente conservados entre especies de vertebrados (Figura 12). Similarmente, dos sitios de unién de miR-
133 conservados se encuentran en 3' UTR del gen SRF de mamifero (Figura 12), que se ha mostrado que
desempefia una funcién importante en la proliferacion y diferenciacion de masculo in vitro e in vivo'#4%,

[0148] Los presentes inventores fusionaron las 3' UTR de SRF y HDAC4 de raton con un gen indicador de
luciferasa y transfectaron estas construcciones juntas con controles de transfeccion en células de mamifero. La
expresion en exceso ectépica de miR-1 reprimié fuertemente un gen indicador de luciferasa de 3' UTR HDAC4,
mientras que miR-133 inhibié la expresién de un gen indicador de luciferasa de 3' UTR SRF (Figura 4a). A
diferencia, las mutaciones introducidas en secuencias “semilla” de miR-1 o miR-133 abolieron tal represion, que
indica la especificidad de la accién (Figura 4a).

[0149] Cuando los indicadores anteriores se transfectaron en mioblastos C2C12 y la actividad de luciferasa se
midié antes y después de la induccién de la diferenciacion de células, los presentes inventores encontraron que la
actividad indicadora era espectacularmente reprimida en células diferenciadas (Figura 4b), que indica que niveles
elevados de miR-1 y miR-133 enddgeno inhibieron el gen indicador. Los efectos y especificidad de miR-1 y miR-133
enddégeno se monitorizaron por el “sensor” de miARN (Figura 11). A diferencia, la actividad de luciferasa del
indicador de MCK-luc, un indicador de diferenciacion de musculo, aumentd en miocitos diferenciados (Figura 4b).
Ademas, la expresion en exceso de miR-1 condujo a la regulacién por disminucién de la proteina HDAC4 enddgena
en células C2C12 en tanto la condicién de crecimiento (Figura 4c) como la condicién de diferenciacion (Figura 4e),
mientras que miR-133 reprimié la expresion de proteinas SRF enddgenas (Figuras 4c, 4e). A diferencia, los niveles
de ARNm de SRF y HDAC4 no fueron alterados por aquellos miARN (Figura 4d), soportando la nocién de que los
miARN reprimen la funcién de sus genes diana principalmente inhibiendo la traduccién. Cuando se aplicaron los 2’-
O-metiloligonucledtidos antisentido contra miR-1 o miR-133, aliviaron la represion ejercida sobre los niveles de
proteina de HDAC4 o SRF, respectivamente (Figura 4 g), sin efecto sobre sus niveles de ARNm (Figura 4f).

[0150] Para verificar adicionalmente que HDAC4 y SRF son dianas relacionadas para miR-1 o miR-133 en
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regular la expresion génica de musculo esquelético, los presentes inventores probaron si la cotransfeccion de
plasmidos de expresion para SRF o HDAC4 podria “suprimir” la miogénesis mediada por miARN. De hecho, como
se muestra en la Figura 4h, la expresién en exceso de SRF invirti6 parcialmente la represién del gen miogénico
inducida por miR-133. A diferencia, HDAC4 contrarrestré los efectos de miR-1 sobre la expresién génica de musculo
esquelético (Figura 4h).

[0151] De acuerdo con la posible implicacion de HDAC4 y SRF en la proliferacion y diferenciacion de mdsculo
esquelético dependiente miR-1 y mir-133, los niveles de proteina HDAC4 y SRF endbégena se regularon por
disminucion en células C2C12 diferenciadas, con un aumento concomitante en la expresion de marcadores
miogénicos de diferenciacion y una disminucion en la expresion del marcador del indice mitético fosfo-histona H3
(Figura 4i y Figura 7d). La diminucién de la expresiéon de la proteinas SRF y HDAC4 estuvo acompafada de un
aumento de la expresion de miR-1 y miR-133 (compérense la Figura 4i con la Figura 1b). Juntos, estos datos
demuestran que miR-1 y miR-133 reprimen especificamente niveles de proteina HDAC4 y SRF, respectivamente,
gue a su vez, contribuye a (al menos en parte) los efectos reguladores de aquellos miARN sobre la proliferacion y
diferenciacion de mioblastos.

[0152] Los presentes inventores caracterizaron miR-1 y miR-133 especificos para musculo cardiaco y
esquelético y han mostrado su funcién en controlar la proliferacién y diferenciacion de musculo esquelético. De
significancia, los presentes inventores encontraron que miR-1 y miR-133, que estan agrupados en los mismos loci
cromosomicos y se transcriben juntos como un Unico transcrito, se convierten en dos mIARN maduros
independientes con distintas funciones biolégicas alcanzadas inhibiendo diferentes genes diana. Esto implica la
participacion de miARN en mecanismos moleculares complejos. Interesantemente mientras que la expresion
especifica para tejido de miR-1 y miR-133 esta controlada por myoD y SRF®, la expresion de SRF es reprimida por
miR-133. Por tanto, estos hallazgos revelan un bucle regulador negativo en el que los miARN participan en rutas
reguladoras para controlar la proliferacion y diferenciacién celular (Figura 5).

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS PARA LOS EJEMPLOS 1-7

Andlisis de la expresién de microARN por micromatriz

[0153] Se aisl6 ARN total de células C2C12 cultivadas en medio de crecimiento (MC) que consistia en medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, EE.UU.) con 10 % de suero
bovino fetal (SBF) (Sigma) y 1 % de penicilina/estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.) o medio de
diferenciacion (MD) que consistia en DMEM (Sigma) con 2 % de suero de caballo (Sigma) en diferentes momentos
de tiempo (dia 0, 1, 3 y 5 transfiriendo el primer dia a MD contado como dia 0). Se realizd la hibridacion de
micromatrices y los datos se analizaron como se describe’. Brevemente, 2,5 ug de ARN aislado se marcaron con 5'-
fosfato-citidil-uridil-Cy3-3' (Dharmacon, Inc., Lafayette, Colorado, EE.UU.) usando ARN ligasa y se hibridaron con
mezcla 0,5 mM de sondas de ollgonucleotldos para 124 microARN marcados con ALEXA 647" (Cy5) (Molecular
Probes, Eugene, Oregon, EE.UU.) en camaras desechables (MJ Research, Reno, Nevada, EE.UU.; ndmero de
pieza SLF-0601). Los datos logaritmicos normalizados (base 2) se agruparon jerarquicamente por gen y se
representan como un mapa de calor. El intervalo de sefial fue de — 4 veces a + 4 veces. Amarillo denota alta
expresion y azul denota baja expresion, con respecto a la mediana.

Andlisis de transferencia Northern

[0154] Se extrajo ARN total de células C2C12, tejido embrionario o adulto de ratén usando el reactivo
TRIZOL® (Invitrogen). Para el analisis de transferencia Northern de miARN, PEG se aplic6 para eliminar ARN de
gran tamafio. Brevemente, 30 pg de cada muestra de ARN total se mezclaron 1: 1 con 5X disolucion de PEG y se
situaron sobre hielo 10 min. Después de 10 min de centrifugacion a maxima velocidad a 4 °C, el sobrenadante se
transfirid a un tubo nuevo. Entonces, los ARN se precipitaron afiadiendo 2,5 volimenes de 100 % de EtOH y se
centnfugaron 30 min a velocidad méxima. El analisis de transferencia Northern para miARN se realiz6 como se
describe'®. Las secuencias de oligonucleétidos de miR-1 y miR-133 usadas como sondas se enumeran en la Tabla
3. El anaI|S|s de transferencia Northern se usé para detectar transcritos prlmarlos de miARN y se realiz6 como se
describe®® usando 20 pg de ARN total de cada muestra. Los fragmentos gendmicos para miR-1 y miR-133 se
clonaron por PCR y sirven de sondas.
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Tabla 3

Secuencias de oligonucledtidos desveladas en este documento

Nombre

Sonda de miR-1

Sonda de miR-133
miR-133a-1-incremento
miR-133a-1-disminucién
miR-133a-2-incremento
miR-133a-2-disminucién
miR-1-2-incremento
miR-1-2-disminucién
nuR-1-1-incremento
miR-1-1-disminucién
miR-1mut-incremento
miR-1mut-disminucion
miR-133mut-incremento
miR-133mut-disminucioén
Duplex de miR-1

Duplex de miR-1-mut
Duplex de miR-133
Duplex de miR-133-mut
Duplex de miR-208
Duplex de GFP

2'-O-metllil-miR-1
2'-O-metil-miR-133
2'-O-metil-miR-208
2'-O-metil-GFP
HDAC4-UTR-incremento
HDAC4-UTR-disminucién
SRF-UTR-incremento
SRF-UTR-disminucién
Miogenina F

Miogenina R

MyoD F

MyoD R

a-Actina F esquelética
a-Actina R esquelética
MEF2D F

MEF2D R

HDACA4 F

Secuencia

TACATACTTCTTTACATTCCA
ACAGCTGGTTGAAGGGGACCAA
CATGTGACCCCTCACACACA
ACAAGGGGAGCCTGGATCCC
GGACATATGCCTAAACACGTGA
GAAACATCTTTATCCAGTTT
AGACTGAGACACAGGCGACACC
TGCCGGTCCATCGGTCCATTGC
CACTGGATCCATTACTCTTC
TTGGAATGGGGCTGTTAGTA
TGAACATTCAGTGCTATAAAGAAGTATGTATTTTGGGTAGGTA
TACCTACCCAAAATACATACTTCTTTATAGCACTGAATGTTCA
AATCGCCTCTTCAATGGATTTGTCAACCAGCTGTAGCTATGCATTGAT
ATCAATGCATAGCTACAGCTGGTTGACAAATCCATTGAAGAGGCGATT
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA
CAUACUUCUUUACAUUCCAUA
UUAACCAUAAAGAAGUAUGUA
CAUACUUCUUUAUGGUUAAUA
UUGGUCCCCUUCAACCAGCUGU
AGCUGGUUGAAGGGGACCAAAU
UCAAGUAACUUCAACCAGCUGU
AGCUGGUUGAAGUUACUUGAAU
AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU
AAGCUUUUUGCUCGUCUUAUAC
AACUUCAGGGUCAGCUUGCCuUU
GGCAAGCUGACCCUGAAGUUGG
AAAUACAUACUUCUUUACAUUCCAUAGC
AGCUACAGCUGGUUGAAGGGGACCAAAUCCA
GACCAACAAGCUUUUUGCUCGUCUUAUACGUG
AAGGCAAGCUGACCCUGAAGUU
CAGCACTGGTGATAGACTTGG
CTTAAGAATAAGTTCAATAAGAC
AGATATGGGGGCTTGTGCCC
CTGGGAGAAAGGGGGTAGAC
TGGAGCTGTATGAGACATCCC
TGGACAATGCTCAGGGGTCCC
GCAGGCTCTGCTGCGCGACC
TGCAGTCGATCTCTCAAAGCACC
CAGAGCAAGCGAGGTATCC
GTCCCCAGAATCCAACACG
CAAGCTGTTCCAGTATGCCAG
AAGGGATGATGTCACCAGGG
GAGAGAATTCTGCTAGCAATGAGCTCCCAA

Clonacién y expresion de miR-1 y miR-133

[0155] Fragmentos genémicos para precursores de miR-1 y miR-133 de los cromosomas 2 y 18 de ratén (cr 2
y cr 18) se amplificaron por PCR usando ADN gendmico de raton como molde (para cebadores de PCR véase la
Tabla 3 anterior). Los productos de PCR se clonaron en el vector pcDNA™( + )3.1 (Invitrogen) y la expresion de los
miARN se determind transfectando vectores de expresion en células de mamifero (COS7, 10T1/2 o C2C12) y se
detecto por andlisis de transferencia Northern.

Cultivo celular, diferenciacién de miogénesis in vitro y ensayo de indicador de luciferasa

[0156] Se cultivaron células de mioblasto C2C12 y la miogénesis se indujo como se ha descrito™®. Se
realizaron ensayos de indicador de luciferasa por transfeccion transitoria como se ha descrito**?®. Los duplex de
miARN vy los 2'-O-metiloligorribonucleétidos antisentido para miR-1, miR-133, miR-208 y GFP se compraron de
Dharmacon (véase la Tabla 3 para secuencias). Se introdujeron en células de mamifero usando tanto transfeccion
por LIPOFECTAMINE™ (Invitrogen) (200 nM) como electroporacion usando el sistema NUCLEOFECTOR® de
Amaxa Biosystems (Gaithersburg, Mariland, EE.UU.) (5 pg).
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[0157] Para la construccion del indicador de 3' UTR-luciferasa, el sitio de clonacion multiple del vector de
control pGL3 (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.) se elimind y se sustituyé en la direccién 3' del gen de
luciferasa. Las 3' UTR para HDAC4 y SRF de raton se amplificaron por PCR y se clonaron en el vector de control
pGL3 modificado para producir las construcciones SRF-3'UTR y HDAC4-3'UTR (véase la Tabla 3 para las
secuencias de cebadores de PCR). Los ensayos de indicador de luciferasa se realizaron como se ha descrito®.

Transferencia Western e inmunotincion

[0158] Las transferencias Western se realizaron como se ha descrito previamente27. Se usaron los siguientes
anticuerpos: anti-miogenina; SRF; MEF2; HDAC4; y B-tubulina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California,
EE.UU.); y fosfo-histona H3 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, Nueva York, EE.UU.). El anticuerpo MF20, que
reconoce MHC especifica para musculo estriado, se obtuvo de DSHB (Universidad de lowa, lowa City, lowa,
EE.UU.).

[0159] Para inmunotincion, células C2C12 tratadas en placas de 12 pocillos se fijaron con 4 % de
formaldehido durante 5 min a 37 °C y se cambiaron a 0,1 % de disolucién de NP40/PBS durante 15 min a TA. Los
anticuerpos primarios se incubaron en 0,1 % de NP40-PBS con 3 % de BSA durante 2 h a la siguiente
concentracién: anti-miogenina (dilucion 1: 20), anti-fosfo-histona H3 (dilucion 1: 100), MF20 (dilucion 1: 10). Lo
anticuerpos secundarios fluoresceina anti-ratén/conejo (diluciéon 1: 100; Vector Laboratories, Burlingame, California,
EE.UU.) se afiadieron en 0,1 % de NP40-PBS con 3 % de BSA durante 1 h a 37 °C. Se afiadi6 DAPI durante 5 min a
TA. Después de varios lavados con PBS, las células se sometieron a observacion por microscopia de fluorescencia.
Se escogieron diez campos que cubrian el pocillo completo y se contaron las células positivas para fluorescencia
verde y las células totales con tincién DAPI para cada pocillo, respectivamente.

Analisis por RT-PCR

[0160] Se realiz6 RT-PCR esencialmente como se ha descrito?’. Se extrajo ARN total de células C2C12
usando el reactivo TRIZOL® (Invitrogen) y 2,0 ug de alicuotas se transcribieron inversamente en ADNc usando
hexameros al azar y transcriptasa inversa MMLV (Invitrogen). Para cada caso se usaron 2,5 % de conjunto de ADNc
para la amplificacion y la PCR se realizé durante 24 — 28 ciclos. Las secuencias para cebadores de PCR pueden
encontrarse en la Tabla 3.

Inyecciones y transgénesis de embriones de Xenopus

[0161] Se utilizaron procedimientos convencionales en la obtencién y cultivo de embriones de Xenopus laevis.
Las construcciones de ADN se linealizaron con Kpn | y se generaron embriones transgénicos segun los
procedimientos descritos por Kroll y Amayazg. La expresion del transgén se analizd bajo un microscopio Leica
MZFLIIIl. La preparacién e inyeccion de Xenopus con miARN se llevd a cabo esencialmente como se describe
previamente®. Sin embargo, el ARN no se polarizé antes de la inyeccion. El analisis de inmunohistologia de montaje
completo se llevé a cabo como se ha descrito®.

[0162] Los Ejemplos 8 — 12 no se encuentran bajo el alcance de la invencién y sélo estan incluidos por
motivos comparativos.

EJEMPLO 8

[0163] miR-208 es un miARN especifico para cardiaco conservado entre ser humano, ratén y rata (Figura 14).
El analisis de transferencia Northern revel6 que la expresion de miR-208 esta regulada durante el desarrollo (Figura
15). Se prepararon transferencias Northern a partir de tejidos de raton en platina y se sondaron con sonda
radiomarcada complementaria a miR-208. Los niveles de miR-208 fueron espectacularmente mayores en el corazon
de raton adulto con respecto a E13,5, E16,5 y corazones en fase neonatal. miR-208 es presentado por un intron del
gen de la cadena pesada de a-miosina (a-MHC) de musculo cardiaco (Figura 14). Una de las dos isoformas pesadas
de la miosina cardiaca a-MHC se expresa débilmente durante el desarrollo del ratén, pero més tarde se convierte en
la isoforma predominante en el corazon de raton adulto. miR-208 y a-MHC son ambos especificos para cardiaco y
se transcriben a partir de la cadena inversa, que sugiere que miR-208 se procesa a partir del intrén de a-MHC y se
expresa paralelamente a la transcripcion de a-MHC.

EJEMPLO 9
[0164] Para investigar la funcion in vitro de miR-208 en cardiomiocitos, los presentes inventores han elegido
usar cardiomiocitos de rata neonatal debido a que es un modelo bien caracterizado in vitro para estudiar las

caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y electrofisioldgicas de células cardiacas. Los cardiomiocitos neonatales
no pierden su capacidad para replicar después del nacimiento; una gran fraccion experimenta division mitética y
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prolifera in vitro e in vivo en la que también se activa la expresién del gen cardiaco. Es probable que miR-208
promueva la diferenciacién de cardiomiocitos, ya que se expresa altamente en el corazon adulto con respecto al
desarrollo mas temprano. Con el fin de determinar la funcion de miR-208 en el corazén, este sistema de modelo se
usa para estudiar los efectos de la expresion de miR-208 y la inhibicion tras el programa de cardiogénesis.

Sistema de modelo in vitro

[0165] Los cardiomiocitos cultivados son uno de los modelos experimentales mas ampliamente usados en
investigacion cardiaca. La preparacion de cardiomiocitos de mamiferos pequefios es econémica con respecto a
estudios en animales completos, fidedigna y permite un amplio espectro de experimentos. Por motivos tanto
econdmicos como técnicos, los cardiomiocitos son los mas comunmente aislados de ratas neonatales. Los
presentes inventores aislan cardiomiocitos de rata esencialmente como se ha descrito previamente, con
modificaciones menores®.

[0166] miARN maduros funcionales pueden expresarse ectopicamente usando una secuencia promotora de
ARN Pol Il para dirigir la transcripcion de la secuencia precursora de miARN mas ~ 150 nucleétidos flanqueantes.
Los transcritos de ARN resultantes son reconocidos por la maquinaria de procesamiento de miARN y se convierten
en miARN completamente funcionales que pueden dirigir la represion de la traduccion. Los presentes inventores han
amplificado por PCR la secuencia del precursor de miR-208 y regiones flanqueantes de ADN gendmico de raton e
insertado este fragmento en un vector de adenovirus para generar adenovirus recombinante que expresa miR-208
(Ad-208). El analisis de transferencia Northern muestra un aumento dependiente de la dosificacion de la expresion
de miR-208 en cardiomiocitos aislados infectados con concentraciones crecientes de Ad-208 (Figura 16). Esta
herramienta puede utilizarse para estudiar los efectos de la expresién de miR-208 en exceso sobre el fenotipo de
cardiomiocitos in vitro.

Andlisis de la expresién ectépica de miR-208

[0167] Se usa un ensayo de recuento de células para determinar si cambios en la expresion de miR-208
afectan la proliferacién. Se siembran cardiomiocitos en placa a baja densidad y se infectan con Ad-208. Aunque el
adenovirus se ha usado extensivamente con gran éxito en estudios de cardiomiocitos, células con Ad-GFP también
pueden infectarse a la misma multiplicidad de infeccion (MOI) que Ad-208 para controlar efectos indirectos
producidos por la infeccion adenovirica. Como ambos virus expresan la proteina verde fluorescente (GFP), las
eficiencias de infeccion también se controlan por microscopia de epifluorescencia.

[0168] Las células se cuentan bajo iluminacién de campo brillante antes de la infeccidon y 24, 48, 72 y 96 horas
después de la infeccion. Las células en 10 campos de visidn se cuentan para ambas condiciones en cada momento
de tiempo. Se aplican andlisis estadisticos a datos de cifras de células. Puede usarse la prueba de la t de Student
para datos independientes para determinar la probabilidad de que el nimero medio de células contadas por vista de
campo se diferencie significativamente entre infeccion por Ad-208 y Ad-GFP en cada momento de tiempo particular;
aunque la prueba de la t de Student para datos dependientes puede determinar la probabilidad de que el nimero
medio de células contadas para cada infeccion se diferencie significativamente entre momentos de tiempo. Si la
probabilidad de que dos medias sean significativamente diferentes es mayor que o igual al 95 %, aquellas
diferencias se consideran significativas.

[0169] El ensayo de recuento de células se complementa con estudios para determinar el indice mit6tico
usando anticuerpos fosfo-histona H3 y para determinar el porcentaje de células que experimentan sintesis de ADN
por incorporacion de BrdU. Las células fijadas se tifien con TUNEL para descartar la posibilidad de que la expresion
en exceso de miR-208 produzca muerte celular. Las posibles consecuencias de la infeccion por Ad-208 tras la
proliferacion de cardiomiocitos son disminuciéon, aumento o ningin cambio en el nimero de células. Sin desear
limitarse a teoria, es probable que la expresién de miR-208 ralentice la proliferacion de cardiomiocitos con respecto a
controles ya que miR-208 se expresa normalmente altamente en cardiomiocitos adultos diferenciados.

[0170] Se ha mostrado que un conjunto de factores de transcripcion cardiacos, que incluyen Nkx2.5, MEF2C,
GATA4, miocardina y TBX5, se expresa en cardiomiocitos de diferenciacion tempranos, haciendo que sean
marcadores genéticos tempranos de diferenciacion cardiaca. Las proteinas contractiles especificas para musculo
cardiaco, tales como o-MHC, B-MHC, a-CA, y miIV2V, son marcadores de diferenciacion terminales de
cardiomiocitos. Algunos de estos genes cardiacos se regulan diferencialmente durante el desarrollo. Por ejemplo, 8-
MHC se expresa altamente en corazén embrionario, pero se regula por disminucién pos-neonatalmente, mientras
que a-MHC tiene un patrén de expresion opuesto. Con el fin de determinar si miR-208 tiene una funcién en la
regulacion de la expresion del gen cardiaco se examina el efecto de la expresién de miR-208 ectépica sobre el
marcador de expresion génica cardiaco en cardiomiocitos de rata neonatal. Sin desear limitarse a teoria, se tiene
previsto que la expresion de miR-208 disminuya la expresion génica fetal y/o promueva la expresion de genes
cardiacos adultos.
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[0171] Usando procedimientos de PCR por transcriptasa inversa (RT-PCR) semi-cuantitativa, se analizan los
niveles de transcrito de ARNm relativos de diversos genes de marcadores cardiacos en cardiomiocitos de rata
neonatales infectados por Ad-208 frente a Ad-GFP. Las bibliotecas de ADNc se hacen a partir de ARN aislado de
cardiomiocitos infectados por técnicas convencionales. GAPDH, que se expresa altamente en casi todos los tejidos,
se amplifica y se usa para normalizar niveles de ADNc. Todos los conjuntos de cebadores de PCR se disefian para
amplificar el producto que se extiende uno 0 mas intrones que producira un mayor producto de PCR amplificado si
esta presente contaminacion de ADN. Adicionalmente, los anticuerpos comercialmente disponibles se usan para
examinar niveles de expresion de proteinas de diversos marcadores cardiacos por analisis de transferencia Western
para determinar si cualquier cambio detectado en la expresion de proteinas coincide con cambios en los niveles de
transcritos de ARNm.

[0172] Ademas de estudiar los efectos de miR-208 sobre la expresion del gen cardiaco, se determina
cualquier efecto sobre la localizacion de diversas proteinas cardiacas, que incluyen factores de transcripcion y
componentes estructurales. La observacion de cardiomiocitos infectados por Ad-208 sugiere que estas células
presentan morfologia diferente a los cardiomiocitos infectados por Ad-GFP (Figura 16b). Los cardiomiocitos
infectados por Ad-208 aparecieron “redondeados” con respecto a sus homoélogos infectados por Ad-GFP.

[0173] Los cardiomiocitos infectados por Ad-208 y Ad-GFP se fijan sobre cubreobjetos de vidrio, se sondan
con anticuerpos primarios y secundarios apropiados, se tifien nuclearmente y se montan en portaobjetos para el
andlisis por microscopia.

Inactivacién de miR-208

[0174] Los efectos de la inhibicién de miR-208 usando 2'-O-metiloligonucledtidos antisentido para miR-208 se
estudian en paralelo a estudios de expresion en exceso de miR-208. Los 2'-O-metiloligonucleétidos actian de
inhibidores especificos para secuencia e irreversibles de la funcion de miARN en un modo estequiométrico. Este
sistema de inhibicibn de mIARN est4 adaptado a cardiomiocitos. Los 2'-O-metiloligonucleétidos de miR-208
antisentido o, en controles, 2'-O-metiloligonucleétidos al azar, se transfectan en cardiomiocitos por un reactivo de
lipido catiénico, o alternativamente por electroporacién. Una construccion de indicador con secuencia de miR-208
antisentido que uni6 directamente 3' al gen de luciferasa (sensor de luc-miR-208) se usa como control y para probar
la eficacia del sistema para bloquear la funcién de miR-208. Los niveles de ARNm y proteina, ademas de la
localizacién de proteinas, se estudian como se describe para estudios de expresion en exceso de miR-208.

EJEMPLO 10

[0175] miR-208 se expresa débilmente en el corazén embrionario y su expresion aumenta espectacularmente
en el corazén adulto. Este ejemplo analiza si la funcién de miR-208 es mas importante para la regulacion de genes
en el desarrollo de corazon o en el corazén adulto. Durante el desarrollo podria argumentarse que miR-208 no es
probablemente importante, ya que se expresa débilmente en el embrién. Contra ese argumento, la dosificacién
apropiada de miR-208 podria ser critica para regular ciertas rutas genéticas durante el desarrollo. Ademas, el raton
con gen inactivado de su gen a-MHC huésped, que expresa débilmente durante el desarrollo con respecto al estadio
adulto, padecio letalidad embrionaria, aunque no se sabe si la expresion de miR-208 es afectada en aquellos
animales®’. La alta expresion de miR-208 detectada en el corazén adulto podria indicar que su funcién mas
importante se basa en el posterior desarrollo. Para revisar estos tipos de asuntos se crean dos modelos de ratén
para estudiar la funcion de miR-208: un ratén con gen miR-208 inactivado y un ratdn transgénico que expresa
condicionalmente en exceso miR-208.

Disero de ratones con gen miR-208 inactivado

[0176] Un ratén funcionalmente nulo para miR-208 se disefia y se crea sin afectar la expresion de su gen a-
MHC huésped. La produccion de ratones con gen miR-208 inactivado derivados de citoblastos embrionarios es un
procedimiento de tres etapas: produccion del vector diana; introduccion de secuencias de ADN en citoblastos
embrionarios por recombinacion homdloga; y produccion de ratones genéticamente modificados derivados de
citoblastos embrionarios. Los miARN relacionados se agrupan en familias basandose en la homologia de secuencias
dentro de sus regiones semilla. Estas familias podrian regular redundantemente la expresion de los mismos genes,
complicando posiblemente el andlisis genético de su funcién in vivo. La region semilla de miR-208 no se agrupa con
otros miARN conocidos en un arbol filogenético, haciendo que miR-208 sea un candidato de inactivacién de gen de
miARN adecuado.

[0177] La construccion que elige miR-208 como diana se construye usando una estrategia llamada ingenieria
recombindégena, que usa recombinacion homologa entre fragmentos de ADN lineal y plasmidos circulares®®®°. El
plasmido circular puede contener un fragmento de 6 — 7 kb del gen a-MHC en el que miR-208 se encuentra dentro
centralmente. El fragmento de ADN lineal contiene dos brazos homologos disefiados para sustituir la secuencia de
miR-208 de 22 nt con un casete de seleccion flanqueado por lox. Las bacterias transformadas con el plasmido
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circular se electroporan con el fragmento de ADN lineal y, posteriormente, la resistencia codificada por el fragmento
lineal se selecciona para colonias recombinantes. La construccién resultante se usa para elegir como diana células
ES por recombinacion homéloga. Una vez se identifica una célula ES heterocigética usando un cribado basado en
PCR o por transferencia Southern, se usa para generar quimeras por inyeccién de blastocistos. El disefio de
inactivacion presentemente desvelado sélo deja una pequefia huella dactilar de ADN exdgeno dentro del intrén de a-
MHC y ayuda a garantizar que la transcripcion de a-MHC o el patrén de corte y empalme de ARNm del a-MHC se
mantenga sin afectar.

Disefio condicional de ratones transgénicos

[0178] Se hace un diagrama de la estrategia transgénica condicional en la Figura 17. El enfoque transgénico
condicional es un sistema binario que consiste en dos transgenes. Un transgén codifica miR-208 (tet208) mientras
que el otro transgén codifica un transactivador (tTA) que activa el transgén de miR-208 uniendo una secuencia
reguladora dentro de su promotor. La union de tTA se inhibe siempre que esté presente doxiciclina (DOX) (es decir,
“tet-off” (la doxiciclina impide la expresion del transgén)), permitiendo asi la regulacion temporal del transgén de miR-
208 por tratamiento con DOX.

[0179] Se establece una colonia de ratones homocigética para el transgén de miR-208. Los ratones para
tet208 se aparean con ratones transgénicos que albergan un transgén tTA para crear dobles transgénicos para el
estudio. Asumiendo genética mendeliana, 1 de 4 crias serd doble transgénica y expresara miR-208 donde se
exprese tTA. Se utiliza un promotor de a-MHC para dirigir la expresion de tTA. El promotor de a-MHC se ha
caracterizado bien y es suficiente para la expresion especifica para tejido apropiadamente directa en desarrollo
temprano®™. El uso del promotor de a-MHC para expresar tTA aumentara la dosificacién de miR-208 en los mismos
tejidos que miR-208 enddgeno en los animales transgénicos dobles, ya que el miR-208 end6geno normalmente se
origina a partir de un intron dentro del gen a-MHC. Existe una linea de ratones transgénicos que usa el promotor de
a-MHC de ratén para dirigir la expresion de tTA y se ha usado satisfactoriamente® . La linea de ratones
transgénicos para tet208 permite que los inventores estudien los efectos de la dosificacion de la expresion de miR-
208 en el desarrollo del corazon de ratén embrion o adulto independientemente. Normalmente, la letalidad
embrionaria temprana en fundadores transgénicos regulares limitaria gravemente el numero de embriones de
desarrollo detenido disponibles para el estudio y dificultaria el andlisis fenotipico. Con la estrategia condicional, los
presentes inventores pueden retrasar la expresién de miR-208 transgénico en los ratones transgénicos dobles que
deberia haber demostrado ser letal en la expresion en exceso de miR-208 mas temprana.

Analisis

[0180] Los andlisis especificos realizados dependen de como se manifiesten los fenotipos. En general, el uso
de enfoques histologicos y bioquimicos para caracterizar posibles fenotipos en el desarrollo del embrion y/o adulto
es aceptable. Los corazones se examinan para anomalias claras y se seccionan para analisis histoloégico para
identificar defectos del desarrollo posiblemente mas ligeros. Las posibilidades de defectos son innumerables y
pueden incluir algo de formacion defectuosa del tabique a atrios engrosados. Igualmente es posible que el fenotipo
pueda ser un defecto de contractilidad que pueda caracterizarse por estudios electrofisiolégicos.

EJEMPLO 11

[0181] La identificacion de dianas moleculares directas de miR-208 facilita el entendimiento del mecanismo
gue subyace su funcién biolégica. Las predicciones de diana se utilizan para complementar observaciones
relacionadas con la investigacion de la funcion de miR-208 in vitro y en modelos de raton in vivo.

[0182] Sin desear limitarse a teoria, se plantea como hipétesis que la expresion de Thrapl esta regulada por
miR-208. La 3' UTR de Thrapl contiene dos sitios de unién a miR-208 predichos (Figura 18). Las dos dianas se
localizan ~ 80 pb en la direccion 3' del coddn de terminacién de Thrapl y estan separadas entre si sélo ~ 50 pb.
Ambas dianas son perfectamente complementarias a la regién semilla de miR-208. El gen Thrapl codifica una
subunidad de 240 kd del complejo de TRAP (proteina del receptor de la hormona tiroidea) que se expresa
ubicuamente®™. TRAP es un complejo de proteinas de multisubunidad que es un coactivador para receptores
nucleares. TRAP se caracterizé inicialmente para el receptor nuclear de la hormona tiroidea®. Thrapl no se ha
caracterizado, pero se ha mostrado que los defectos en otras subunidades de TRAP afectan la sefializacién de
receptores nucleares. La ablaciéon génica de TRAP220 en ratones alterd el desarrollo del corazén y del sistema
nervioso, aunque se requieren homélogos de Drosophila de TRAP230 y TRAP240 para el desarrollo apropiado del
disco ojo-antenalgs'ge. Se encontraron mutaciones en un gen altamente similar a Thrapl, llamado Thrap2, en
pacientes con el defecto congénito del corazon transposicion de las grandes arterias®’. Por tanto, los miembros de la
familia TRAP son importantes para el desarrollo apropiado. De particular interés es Thrapl como diana de miR-208,
ya que se sabe que la hormona tiroidea ejerce profundos efectos sobre la contractilidad cardiaca.

[0183] La hormona tiroidea esta ligada a cambio de la isoforma de miosina cardiaca. En cardiomiocitos, la
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hormona tiroidea produce una rapida acumulacion de ARNm de ao-MHC, a la vez que simultdneamente inhibe la
expresion de B-MHC98'99. Varios elementos de respuesta a tiroidea (TRE) de accion positiva se localizan dentro del
promotor de a-MHC y se ha identificado un medio TRE de accion negativa dentro del promotor de B-MHC'%*%*, Los
genes a-MHC y B-MHC estan dispuestos en tAndem sobre el cromosoma 14 y codifican las dos isoformas de la
cadena pesada de la miosina cardiaca que convierten ATP en trabajo mecanico a diferentes tasas y su relacion de
expresion de proteinas afecta la contractilidad de los sacrémeros cardiacos; a-MHC es “rapido”, mientras que -
MHC es “lento”. Su expresion esté regulada por el desarrollo. En ratén y rata, B-MHC es predominante en la vida
fetal tardia, pero poco después del nacimiento a-MHC se convierte en la isoforma cardiaca adulta predominante. La
transicion se produce probablemente por la fuerza de la hormona tiroidea en circulacion que se produce poco
después del nacimiento®®. En mamiferos mas grandes, como conejos y seres humanos, B-MHC es la isoforma
cardiaca adulta predominante. Sin embargo, los promotores de los genes a-MHC y 3-MHC se conservan altamente
entre ratén y ser humano, sugiriendo que se regulan similarmente. Dado el origen de miR-208 de un intron de a-
MHC, y sin desear quedar ligado a teoria, es posible que miR-208 actle de inhibidor especifico para tejido de la
sefializacion de la hormona tiroidea en un bucle de retroalimentacién negativo para regular la relaciéon de isoformas
de la cadena pesada de la miosina cardiaca eligiendo como diana un componente del complejo de TRAP (Figura
19).

[0184] La estrategia de cribado inicial pregunta si la expresién en exceso de miR-208 regula por diminucién o
no la expresion de un gen indicador que lleva sitios diana putativos en su 3' UTR. Los presentes inventores han
insertado la 3' UTR de Thrapl directamente detras de la secuencia codificante de un gen indicador de luciferasa
constitutivamente expresado. Los resultados sugieren que miR-208 elige como diana la UTR de Thrapl (Figura 18).
Para confirmar esta observacion, los presentes inventores han mutado las regiones semilla de los dos sitios diana
putativos dentro de la UTR de Thrapl, por separado y en combinacion. El polinucleétido mutado puede probarse
para determinar si puede aliviar la represion mediada por miR-208.

[0185] Estudios previos han mostrado que la hormona tiroidea activa transcripcionalmente la expresion de la
cadena de a-MHC e inhibe la expresion de 3-MHC en cardiomiocitos™ %%, Los cardiomiocitos se infectan con Ad-
208 para determinar si la expresién de miR-208 inhibe o no la sefializacién de la hormona tiroidea monitorizando
niveles de transcritos y de proteinas de a-MHC y B-MHC. La inhibicién de la expresiéon de a-MHC por miR-208
soportaria indirectamente la hipétesis de los presentes inventores de que miR-208 elige como diana un componente
de la ruta de sefializacion de la hormona tiroidea.

[0186] Para validar adicionalmente dianas predichas, puede determinarse si la expresion de miR-208
disminuye los niveles de ARNm o de proteinas en corazones de modelos de ratdn transgénico con gen miR-208
inactivado y para miR-208. Se emplean anticuerpos especificos contra las proteinas elegidas como diana. Thrapl
humano estd comercialmente disponible. Si no es eficaz en estudios de raton, se desarrollan anticuerpos especificos
para Thrapl de raton.

Dianas candidatas adicionales para miR-208

[0187] Ademas de Thrapl, los presentes inventores han clonado las 3' UTR de otras cuatro dianas predichas
para miR-208 interesantes directamente con el gen de luciferasa para estudios de indicadores. Las 3' UTR son de
SP3 (factor de transcripcion 3 de accién trans para Sp3), EYA4 (homodlogo 4 ausente de los ojos), CSNK2A2
(caseina cinasa 2, polipéptido principal alfa) y TTN (Titin).

[0188] La expresion de proteinas de SP3 es opuesta a la expresion de miR-208; SP3 es un factor de
transcripcion que interacttia con una variedad de promotores que contienen cajas de GC*®*%% La proteina de
SP3 se detecta facilmente en corazones de ratén fetal, pero apenas es detectable en el corazén adulto. Los
patrones de expresion opuestos de SP3 y miR-208 hacen que sea formalmente posible que miR-208 regule la
traduccion de SP3.

[0189] EYA4 es una posible diana interesante de miR-208 dado su enlace establecido con la patologia en el
coraz6n humano. Se han identificado mutaciones en EYA4 humano que producen cardiomiopatia dilatada e
insuficiencia cardiaca asociada’®®'%’. EYA4 es un coactivador de la transcripcion que interactia con miembros de la
familia sine-oculis (Six1-Six6) y factores de transcripcion Dach que conducen a la activacion de genes'®'®. La
caracterizacion de la mutacion humana fue soportada por el trabajo en pez cebra, ya (%ue niveles de EYA4
atenuados produjeron caracteristicas morfolégicas y hemodinamicas de insuficiencia cardiaca % Actualmente no se
han identificado posibles genes cardiacos de EYA4 en la direccion 3'.

[0190] CSNK2A2 es una proteina serina/treonina cinasa ampliamente expresada que participa en la
replicacion de ADN, regulacion de transcripcion basal e inducible, traduccion y control del metabolismo™®**. Los
presentes inventores estan interesados en CSKN2A2 por su posibilidad para regular una variedad de rutas
genéticas.
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[0191] Similar a EYA4, TTN también es un candidato a diana de miR-208 interesante dada su establecida
asociacion con la funcién y patologia cardiovascular. TTN es una proteina sacromérica gigante expresada tanto en
musculo cardiaco como en tejido esquelético y es importante para el ensamblaje de sacrémeros y la transmision de
fuerza?. Las mutaciones en TTN se han ligado a cardiomiopatias hipertroficas y dilatadas. Dado el requisito de TTN
para musculo cardiaco y funcién esquelética, los presentes inventores dudan que miR-208 regule fuertemente la
expresion de TTN, pero es posible que el gen sacromérico (es decir, a-MHC) pueda afinar la expresién de otro (es
decir, TTN) para ajustar las propiedades contractiles de cardiomiocitos.

[0192] La 3' UTR del gen diana predicho se prueba por ensayo de indicadores para determinar si confiere
supresion mediada por miR-208. Genes candidatos se caracterizan adicionalmente mutando los sitios diana
predichos y probando si disminuyen o no la supresion de miR-208. Después del cribado de indicadores inicial de
dianas candidatas se analizan los efectos de la expresion en exceso de miR-208 in vitro usando células de
cardiomiocito sobre la expresion génica de candidatos a los niveles de transcritos y de proteinas. La relevancia
biolégica de dianas verificadas se estudia in vivo usando los modelos de ratdn transgénico con gen miR-208
inactivado e inducible de los inventores. El andlisis de posibles dianas de miR-208 in vitro e in vivo puede validar
predicciones diana y confirmar su relevancia bioldgica con el fin de entender las rutas genéticas reguladas por miR-
208 en el corazon.

EJEMPLO 12

[0193] Los mdasculos esqueléticos se lesionan y se reparan repetidamente durante todo la vida. La
regeneracion de muasculo mantiene la funcidon locomotora durante el envejecimiento y retrasa la aparicion de
sintomas clinicos en enfermedades neuromusculares tales como distrofia muscular de Duchenne. Esta capacidad de
reparacion de tejido es conferida por un subconjunto de células similares a citoblastos llamadas células satélite
localizadas entre la ldmina basal y la sarcolema de miofibras maduras. Tras la lesion, las células satélite vuelven a
entrar en el ciclo celular, proliferan y luego salen del ciclo celular tanto para renovar el conjunto de células satélite
quiescente como para diferenciarse en miofiboras maduras. Tanto los programas de proliferacion como de
diferenciacion celular son esenciales para la miogénesis.

[0194] La materia presentemente desvelada proporciona datos que demuestran que los miARN son sensibles
a la proliferacion y diferenciacion de células musculares.

Procedimientos:

[0195] Se inyectd cardiotoxina en los musculos tibiales anteriores (TA) de ratones C57BL/6 macho de 6
semanas de edad - segiin Yan y col."* Los misculos se recogieron 3 dias después de la inyeccién. Como control se
usaron musculos TA sin inyectar. Se extrajo ARN total del masculo TA y se usaron 5 pg para el analisis de
micromatrices de microARN.

Resultados:

o

[0196] Las Figuras 20A y 20B muestran datos de expresion de matrices de miARN de musculo tibial anterior
(TA) inyectado (lesionado) o sin inyectar (control) con cardiotoxina. Los datos logaritmicos normalizados (base 2) se
agruparon jerarquicamente por gen y se representan como un mapa de calor. El intervalo de sefial fue de — 4 veces
a + 4 veces. La sombra clara denota expresion alta y la sombra oscura denota expresién baja, con respecto a la
mediana. La Figura 20A muestra miARN que se regulan por disminucién en musculo lesionado y la Figura 20B
muestra miARN que estan regulados por incremento en musculo lesionado.

EJEMPLO 13

[0197] Las células satélite de musculo esquelético son un grupo de células mononucleares pequefas
posicionadas entre la membrana plasmatica y la lamina basal de alrededor de las fibras musculares multinucleares
maduras. Las células satélite se consideran desde hace tiempo las células precursoras de musculo esquelético
adulto. Pruebas recientes soportan la nocion de que las células satélite son heterogéneas y tienen potencial similar
al de los citoblastos. Estas células se mantienen en un estado quiescente pero, una vez activadas, proliferaran
extensivamente para formar un conjunto de mioblastos que se diferenciardn y regeneraran o repararan tejido
muscular.

[0198] Estan empezando a revelarse rutas genéticas y mecanismos moleculares que mantienen las células
satélite en su estado quiescente inactivo bajo condiciones normales, ademas de cdmo se activan en respuesta a
lesién muscular para facilitar la regeneracion de misculo. Se ha demostrado que Pax3 y Pax7, miembros de una
familia de factores de transcripcion de caja/homeodominio emparejados, desempefia funciones importantes todavia
distintas en la mediacién del proceso de regeneracion de muisculo esquelético relacionado con células satélite. Sin
embargo, es menos claro cémo la expresion de proteinas Pax es regulada durante el transcurso del mantenimiento y
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la activacion de células satélite. De forma intrigante, la expresion de Pax3 y Pax7 se regula por disminucién en
mioblastos diferenciadores. Y, lo que es mas importante, la expresion en exceso ectdpica de Pax3 o Pax7 en
mioblasto C2C12 bloquea su diferenciacion. Aquellas observaciones sugieren que el estado de quiescencia y auto-
renovaciéon de células satélite, ademas de la proliferacién y diferenciacion de mioblastos, estd bajo un estrecho
control de la transcripcion y la postranscripcion.

[0199] Ademas, el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) se expresa en células satélite de muisculo
esquelético e inhibe la diferenciacion miogénica. Se encontré y ahora se ha desvelado en este documento que tanto
Pax7 como BDNF son dianas reguladoras putativas para miR-1/206, que implica que miR-1/206 desempefia una
funcién vital en la regulacion de células satélite de misculo esquelético.

Establecimiento de la expresién en exceso de miARN y sistema de deteccién en células satélite

[0200] Con el fin de expresar eficientemente en exceso miARN en células satélite ectdpicamente se adaptd un
sistema de expresion en exceso basado en retrovirus. Las secuencias genémicas que flanquean miR-1 y miR-206
(aproximadamente 300 — 400 pb) estan flanqueadas con un donante de corte y empalme (SD) y un aceptor de de
corte y empalme (SA) dentro de un vector de retrovirus derivado de virus de citoblasto murina (MSCV) en el que una
secuencia codificante de proteina verde fluorescente (GFP) se localiza en la direccion 3' de la secuencia de miARN-
SDSA. De esta forma, tanto miR-1/206 como GFP se expresaran simultaneamente y la expresién de GFP servira de
una excelente indicacion de expresion de miR-1/206 (Figura 23).

[0201] Con el fin de monitorizar la expresion y el efecto inhibidor de miARN en células satélite, los presentes
inventores crearon un “sensor de miARN” en el que la expresién de un gen dsRed esta bajo el control de la
transcripcidon de un promotor del CMV constitutivamente activo. La secuencia complementaria de miR-1/206 se ligb a
3' de un gen indicador dsRed y se inserté en un vector de retrovirus derivado de MSCV de manera que un miARN
funcional reprimi6 la traduccion de la proteina de dsRed (Figura 22). Usando este sistema, los presentes inventores
pueden detectar con precision la expresion y el efecto inhibidor de un miARN en células satélite, proveyendo a los
inventores de poderosas herramientas para estudiar adicionalmente la funcién de miARN en musculo esquelético.

Pax7 y BDNF son dianas reguladoras de miR-1/206 en células satélite

[0202] Los presentes inventores encontraron que los genes Pax7 y BDNF contienen sitios diana para miR-
1/206 altamente conservados en sus 3' UTR (Figuras 24, 25, 26). Los presentes inventores clonaron estas
secuencias de 3' UTR en un indicador de luciferasa y probaron si podian ser reprimido por los miARN. Como se
muestra en la Figura 24, tanto miR-1 como miR-206 reprimen potentemente estos indicadores. La represion mediada
por miARN es abolida cuando las secuencias de union de miARN conservadas se mutan, que indica la especificidad
de la represion. Estos datos sugieren que miR-1/206 puede controlar la proliferaciéon y diferenciacion de células
musculares y/o sus precursores reprimiendo genes diana importantes.

Aislamiento de células satélite de miofibras de musculo esquelético individuales

[0203] Las células satélite son células progenitoras de musculo esquelético adulto sensibles al crecimiento y
la regeneracidn postnatal. Sin desear limitarse a teoria, los presentes inventores plantearon la hipétesis de que los
miARN también son reguladores de células satélite. Para probar esta hipotesis, los presentes inventores empezaron
a aislar células satélite de muasculo esquelético de las patas traseras o del diafragma de ratones neonatales o
adultos. Los presentes inventores pueden aislar células satélite de miofibras individuales, que da la poblacion de
células satélite mas pura y proporciona resultados reproducibles. Estas células satélite podrian mantenerse en un
estado sin diferenciar cuando bFGF se incluyo en el medio de cultivo, en el que pueden detectarse la expresion de
Pax7 y otros marcadores de células satélite. Sin embargo, pueden inducirse para diferenciarse en mioblastos y
miotubos tras la eliminaciéon del factor de crecimiento bFGF, imitando fielmente el proceso de diferenciacion de
musculo esquelético in vitro (Figura 28).
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miR-1/206 inhibe la proliferacién de células satélite

[0204] Para definir la funcién de miR-1/206 en células progenitoras de musculo esquelético, las células satélite
aisladas de miofibras individuales de ratones adultos se siembran en placas de cultivo de tejido de 24 pocillos y miR-
1/206 se introduce en las células usando un retrovirus basado en el vector SDSA. La expresion y actividad de
mMiARN ectépicamente expresados se monitoriza de varias formas: se aplico analisis de transferencia Northern para
detectar y medir cuantitativamente la expresion de miR-1. La actividad de miR-1/206 también se monitoriza usando
indicadores de “sensor” en los que la secuencia complementaria para miR-1/206 se clona 3' hacia un gen indicador
dsRed.

[0205] Para ensayos de proliferacion, el cultivo de células satélite se marcé con BrdU 1 h antes de la recogida.
Entonces, las células se fijaron y las células proliferantes se midieron contando células de tincion positiva para BrdU.
Como se muestra en la Figura 27, la expresién en exceso de miR-1/206 en células satélite inhibe su proliferacion.

miR-1/206 potencia la diferenciacién de células satélite

[0206] Para el analisis cinético de diferenciacion, las células satélite de miofibras individuales se sembraron en
placas de 24 pocillos recubiertas de coldgeno en DMEM més 20 % de SBF y 10 ng/ml de bFGF. Las células se
sembraron en placa a una densidad de aproximadamente 5 x 10° células/cm?® y se infectaron con el retrovirus para
miR-1/206 o retrovirus de control. Una vez se elimina el bFGF del medio de cultivo, las células satélite saldran
espontaneamente del ciclo celular y se diferenciaran. Como se muestra en las Figuras 28 y 29, la expresion en
exceso de miR-1/206 potencia la diferenciacion de células satélite y acelera su diferenciacion cinética.

[0207] En resumen, los datos expuestos en el presente ejemplo demuestran que miR-1 y miR-206
desempefian una funcion importante en el control del proceso de proliferacién y diferenciacion de células satélite de
musculo esquelético. Dada la funcién critica del proceso de regeneracion y de reparacion de células satélite en
musculo esquelético, se sugiere, y sin desear limitarse a teoria, que miR-1, miR-206 y miR-133 son importantes para
la regeneracion de musculo esquelético (Figura 30).
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< 213 > Atrtificial

<220>

< 223 > 2'-O-metil-miR-208 artificialmente sintetizado
<400 > 64

gaccaacaag cuuuuugouc gusuuauacg ug 32

<210>65

<211>22

<212 > ARN

< 213 > Artificial

< 220>

< 223 > 2'-O-metil-GFP artificialmente sintetizado
<400 > 65

aaggcaagcu gacceugaag uu 22

<210 > 66

<211>21

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

< 220>

< 223 > HDAC4-UTR-incremento artificialmente sintetizado
<400 > 66

cagcactggt gatagacttg g 21

<210 > 67

<211>23

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

< 220>

< 223 > HDAC4-UTR-disminucién artificialmente sintetizado
<400 > 67

cttaagaata agttcaataa gac 23

<210 > 68

<211>20

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

< 220>

< 223 > SRF-UTR-incremento artificialmente sintetizado
<400 > 68

agatatgggg getigtgece 20

<210>59

<211>44

<212 > ARN

< 213 > Atrtificial

<220 >

< 223 > duplex de miR-133-mut artificialmente sintetizado
<400 > 59

ucaaguaacu ucaaccageu guagcugguu gaaguuacuu gaau 44

<210>60
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<211>44

<212 >ARN

< 213 > Atrtificial

<220 >

< 223 > duplex de miR-208 artificialmente sintetizado
<400 > 60

auaagacgag caaaaagcuu guaagcuuuu ugcucgucul auac

<210>61

<211>44

<212 > ARN

< 213 > Atrtificial

<220 >

< 223 > duplex de GFP artificialmente sintetizado
<400 > 61

aacuucaggg Ucagcuugce uuggeaageu gacceugaag uugg

<210>62

<211>28

<212 > ARN

< 213 > Atrtificial

<220>

< 223 > 2'-O-metil-miR-1 artificialmente sintetizado
<400 > 62

aaauacauac uucuuuacau uccauage 28

<210 >63

<211>31

<212 > ARN

< 213 > Atrtificial

<220>

< 223 > 2'-0O-metil-miR-133 artificialmente sintetizado
<400 > 63

agcuacageu gguugaaggyg gaccaaaucc a 3

<210>69

<211>20

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

< 220>

< 223 > SRF-UTR-disminucioén artificialmente sintetizado
<400 > 69

ctgggagaaa ggggotagac 20

<210>70
<211>21
<212 > ADN

< 213 > Atrtificial
< 220>

< 223 > Cebador de PCR de miogenina F artificialmente sintetizado

<400 > 70
tggagctgta tgagacatce © 21

<210>71
<211>21
<212 > ADN

55
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< 213 > Atrtificial

<220 >

< 223 > Cebador de PCR de miogenina R artificialmente sintetizado
<400>71

tggacaatgc tcaggggtee 21

<210>72

<211>20

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

<220>

< 223 > Cebador de PCR de MyaD F artificialmente sintetizado
<400>72

gcaggotaty ctgegogace 20

<210>73

<211>23

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

<220 >

< 223 > Cebador de PCR de MyoD R artificialmente sintetizado
<400>73

tgcagtcgal clotcaaagc ace 23

<210>74
<211>19
<212 > ADN

< 213 > Atrtificial
<220>

< 223 > Cebador de PCR de actina F esquelética artificialmente sintetizado

<400>74
cagagcaagc gaggtatec 19

<210>75
<211>19
<212 > ADN

< 213 > Atrtificial
< 220>

< 223 > Cebador de PCR de actina R esquelética artificialmente sintetizado

<400 >75

gtccccagaa toccaacacy 19

<210>76

<211>21

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

< 220>

< 223 > Cebador de PCR de MEF2D F artificialmente sintetizado
<400>76

caagcigttc cagtatgeca g 21

<210>77
<211>20
<212 > ADN

< 213 > Atrtificial
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< 220>
< 223 > Cebador de PCR de MEF2D R artificialmente sintetizado
<400 >77

aagggatgat gtcaccaggg 20

<210>78

<211>30

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

<220>

< 223 > Cebador de PCR de HDAC4 F artificialmente sintetizado
<400>78

gagagaattc tgctagcaat gagctcecaa 30

<210>79

<211>34

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

< 220>

< 223 > Cebador de PCR de HDAC4 R artificialmente sintetizado
<400>79

gagactcgag ctatgcaggt tecaagggea gtga 34

<210>80

<211>21

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

< 220>

< 223 > Cebador de PCR de SRF F artificialmente sintetizado
<400 >80

gtecceatge agtgatgtat g 21

<210>81

<211>20

<212 > ADN

< 213 > Atrtificial

< 220>

< 223 > Cebador de PCR de SRF R artificialmente sintetizado
<400 > 81

gtagcteggt gaggttgetg 20

<210>82

< 211> 2620

<212 > ADN

< 213 > Mus musculus
<400 > 82
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gagcaagttt
gggccacgtt
tatcctggeyg
cccccégatc
accaaacatg
atgaggcaac
tgtcttcotye
gtctcatcayg

gttggttctg

cactagggcc
tcteocteact
gcagttrece
cattcctctt
gcataacaag
ccaacaggag
tagaacacaa
ggtccgtaott

tgggttgtgt
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acacagtatc
ctttcotagee
ctecectesac
atgcccecce
tracaataag
gaaaayggcee
agctacacaa
tgttgctaca

tecttatggea

attgagecact
ttectectee
tcctococagt
ccecccaagag
atcaggaaca
ccaagageag
ctataatgta
gtrtetgtga

tcctcaacte

58

gagegtggaa
ctcoecetitte
tcetteecca
caggectttce
gacccteata
gcaaaaaact
tatgcagagg
acctcetgtbgg

ctetggetee

ggagacagat
ttatacatta
cttecattet
atgaatacec
tcaaagctgg
ccecactgeeg
acccagcica
gctctgcetta

tacaatctttr

60

120

180

2490

300

360

420

480

540



ceLeegatct
gggecctebge
atgcactgat
cagtecgtet
cagacactgt
gttggecatt
gattgtacgc
cctggttaaa
aggattaccc
tacccecctcece
gttcccacce
ccatgagttt
cacttaccag
actttggatt
ttttaacagc
cecagttict
tcggtacaca
gaggtagatc
taagtrtgey
cagtgtgagce
ctcaaagtag
tgtttcteag
tctaattgga
atattagcce
tcctattgac
tgatrgitga
ctectgtgee
ctcattecerat
atggatctat

ggatgcrtet

tctrtggagt
atttatttec
ctatgaggat
tggttctctc
cagttgtgyyg
cccacaagtt
ggaaggattt
gaagacagct
tcacccteag
aattccagtc
ccatccacce
ctctgtgber
tgagktacaca
cttrcetotyg
tgaggaattc
ggcrattata
ggatgtggcea
aattcccgat
cteccaceag
tgtcacttgt
cttrgatctg
ccatttgaga
ttatctggtt
tctgtcaaat
agtgtccttt
atcctggtct
aatgegteoca
gttgaggtct
ccgeattett

taaatttttt
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tcceetggec
gtcagttgct
agcagagtat
ccgagtetet
ttceoctkteg
ctacaccacc
atggetggge
agttctgact
ggcatttcca
geccttcocca
ccagtccace
gtggattgga
ccgtttgtet
agtgctatee
tctcagaace
aggctgctat
tectttgggt
tttctgagaa
caacggagga
gtttetgate
catttceectg
tecatccate
tttaaaatat
gtggagttgg
gcttcacaga
tettagtgec
aggctattte
ttgatccact
crtacatgcag

cagctogtgta

atgcctgatg
ggaaagcate
cactaggaat
gggetgeeca
tggtgttgge
akttaccctag
tatgteteag
cagtattece
cagcactagg
gaactctoct
tacaaagctc
gtatgatctg
tttgggtctg
atttgtctgec
acattetett
gaacatggtt
atatgcctag
actgecatat
gkgttctect
ttageocttte
ctggetaagg
gagaattcetyg
ceactttete
tgaagatctt
agettttcag
tgtgctattg
ccactttcte
tagagttgag
atatccagta

tttotggett

59

tttggotgge
cctotgttga
tactttattg
gtctctggtt
ctcaacttgg
catgtctcge
tecccaggygcet
tgttactagc
gttctgecartt
cccceagect
tttecectte
tggatttagc
ggttacctea
daatgtcatg
tatccattat
gaacaagtgt
gagtggtatc
ctgtttccaa
tactcctcce
tgacaggtgt
atgttgaaca
tttagatctyg
gagttéktaa
ttccecatteyg
tctcatgagg
atgtctattc
ttectattagg
tttigtgcag
agaccagcat

ctttataaaa

ttggctgegt
cagttggtce
tettttttge
cotggecete
ccagtcattyg
aggcaggaca
ggaagecttg
agaattcact
gcctcbecaa
gatccctatt
ccaagaagat
agctaatgtt
ctcagggtgg
atgtcatttt
tcagattgtt
cecrgeggta
gatgggtcetce
agtggctgty
acattatcaa
aagatggaat
tetctttaag
aacteccacee
tgggttetyy
gtaggtttey
tccecatttat
aggaagttgt
ttcagtgtat
agtgatagat
catttattge

atcaggtgtt

600

660

720

780

840

S00

]

lgp20

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

i62¢0

1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340



cactgatttc
gctctgaggt
gagtatccta
cctrtcaagg

gatttggcag

attgatcagc
acagcttgayg
ggtktagera
tctatagaga

ggtggccatt
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caatgctttt ctgccgatac catgtggttt tattgctata
tcagggatgt gatgeccctg gacgtocttt tattgtacag
tcctaggttt trtggtttte cacatggagt taagtattqgt
attgcattgg gattttaggtg gagattgtat tgcatttgta

tttactatgg taatcctacc

60

2400

2460

2520

2580

2620
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REIVINDICACIONES

1. Una cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
en un procedimiento para tratar una lesién muscular en un sujeto, preferentemente un mamifero, en la que miR-133
y un inhibidor de miR-1 se administran en combinacién al sitio de lesién muscular en un primer momento de tiempo y
miR-1 y un inhibidor de miR-133 se administran en combinacién al sitio de lesién muscular en un segundo momento
de tiempo.

2. La cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
segun la reivindicacion 1, en la que la lesion muscular resulta de un traumatismo muscular mecanico, un trastorno
degenerativo muscular, una lesion cardiaca, o una combinacién de los mismos.

3. La cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
segun la reivindicacion 1, en la que miR-1 comprende una secuencia de nucleétidos de SEQ ID N° 1 o una
secuencia al menos el 70 % idéntica a SEQ ID N°: 1.

4. La cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
segun la reivindicacion 1, en la que miR-133 comprende una secuencia de nucleétidos de SEQ ID N°: 2 o una
secuencia al menos el 70 % idéntica a SEQ ID N°: 2.

5. La cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
segun la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de miR-1 es un polinucleétido modificado que comprende una
secuencia de nucledtidos que es al menos el 70 % complementaria a miR-1.

6. La cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
segun la reivindicacién 1, en la que el inhibidor de miR-1 es 2'-O-metil-miR-1 (SEQ ID N°: 62).

7. La cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
segun la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de miR-133 es un polinucledtido modificado que comprende una
secuencia de nucledtidos que es al menos el 70 % complementaria a miR-133.

8. La cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
segun la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de miR-133 es 2'-O-metil-miR-133 (SEQ ID N°: 63).

9. La cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
segun la reivindicacion 1, en la que miR-1 y/o miR-133 estan codificados por un vector.

10. La cantidad eficaz de miR-1, un inhibidor de miR-1, miR-133 y un inhibidor de miR-133 para su uso
segun la reivindicacion 1, en la que el vector comprende:

(a) un promotor operativamente ligado a una molécula de acido nucleico que codifica miR-1 y/o miR-133; y
(b) una secuencia de terminacion de la transcripcion.

11. Una cantidad eficaz de un inhibidor de miR-1 y miR-133 para su uso en un procedimiento para tratar
una lesién muscular en un sujeto, preferentemente un mamifero, en la que dicho miR-133 y dicho inhibidor de miR-1
aumentan la proliferacion de miocitos cuando se administran en combinacion a un sitio de lesion muscular.

12. Una cantidad eficaz de miR-1 y un inhibidor de miR-133 para su uso en un procedimiento para tratar
una lesién muscular en un sujeto, preferentemente un mamifero, en la que dicho miR-1 y dicho inhibidor de miR-133
aumentan la diferenciacion de miocitos cuando se administran en combinacion a un sitio de lesion muscular.

13. Un procedimiento in vitro para aumentar la diferenciacion de miocitos que comprende poner en
contacto un miocito con miR-1 y un inhibidor de miR-133.

14. El procedimiento in vitro segun la reivindicacion 13, en el que miR-1 comprende una secuencia de
nucleétidos de SEQ ID N°: 1 o una secuencia al menos el 70 % idéntica a SEQ ID N°: 1.

15. Un procedimiento in vitro para aumentar la proliferacién de miocitos que comprende poner en contacto
un miocito con miR-133 y un inhibidor de miR-1.
16. El procedimiento in vitro segun la reivindicacion 15, en el que miR-133 comprende una secuencia de

nucleétidos de SEQ ID N°: 2 o una secuencia al menos el 70 % idéntica a SEQ ID N°: 2.

17. El procedimiento in vitro segun la reivindicacién 13 o la reivindicacion 15, en el que miR-1 o miR-133
estan codificados por un vector.
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Figura 3
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10G

Secuencias potenciadoras de |a agrupacion miR-1/133 del cromosoma 2

3

cl
121
i81
242
301
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481
33
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721
741
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(403
1022
1081
1141
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1z4)
1321
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220 §
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1361
1621
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741
1891
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1921

i3l

2043
2101
Sk32
2221
2282
2342
2402
2401
2321
2581

GAGCARGTTT
GGACCALGET
TATCCTGGLO
CCCCCAGATC
RCCARACATG
ASTGAGGCARC
TCTCTTCIGS
GECTCATCRG
GTTEGTTCTG
CCICCCRATLT
GGGCCTCIGT
RTGCACTGAT
CAGTCGTTIT
CAGACACTGT
GITGGKL CATT
GATTGTACGC
CCTIGGTTARA
AGGATTACCC
TACCOCCICC
GITCCRRCLT
CCATGACGTET
CACTTACCAG
ATTITIGGATT
TETTAACAGC

CCCAGTTITICT

GGATGTGECR
ARTTCCCGAT
CICCCACCAG
TCTCRCTTET
CETIGATIZG
CCATITGAGA
TEATTEGGTY
TICTGTICARAY

AGTGICCTET

TCTTAGTGEC
AGGCTATTEC
TIGATCCACT
CIACATGCRSG
CGCTIGTIGIA
CRATGCTTET
TCAGGGATGT
TCCTAGGIZIT
AITGCATIGG
TITALTATSG

CACTAGLACC ACACAGTATC
FCTLCTCCCT CTTTCIAGLC
GCAGTTTICC CZCCCICCAL
CATICCICTT ATGCCCCCCC
GCATAACAARG TTACAATRAG
CCAACREGRG GRAAMNGGGCT
FTAGAACACAR AGCTACACAA
GETCOGIGTT TEITGCTACA
TGEGTIGTGT
TCITIGGAGT
ATTTATITCC
CTATGAGGAT

TCOCCYGELT
GICAGLTGET
AGCAGAGTAT
CCEAGICICT
TICCCIITIG
CTACACCACC
ATGCCIOCET
ACTTICTGALT
GECATITCCA
GCCTIICOCA
CCAGTCCACS
GIGGRZITGGA
CCETIIGCICT
TIT:isIT AGTGCIATCS
TCAGGAATTC TCICAGAACC
Sitio MEF2

GGCTIATTATA AGGCTGCTAT

£cgaTach ca

(Mutacién de MEF)

ICCETIGEGTY ATATGLCIAG
ITTCTGAGAR ACTGCCATAT
CAACGGAGGA GIGTICICET
CITTITCGATC TTAGCCTIZ

CATETOCCTG CTGGEZanGS
TITATCCATT GAGRAAYTICEIG
TITAARATAT CCACITICIC
GIGHFAGIYIGE TEARGATCIT

ITEGTICICTC
CAGITIGIGGE
CCCACRAGTT
GCARGGATTT
GAAGACAGCT
TCACCCICAG
AATTCCAGTC
CCATCCACCT
CICIGTGICT
TERGTACACH

GCTZCACAGR AGCTITICAG

TGTGLTATIG
CCRCTTICTIC
TACAGTIGRG
ATRTCCAGTA
ITTCIGECTT
CIGTCGATAC
GATEGLCCLTG
RTTCETITRC
CATITTEGTG
TARTCCTACC

ATGICIATYC
TICIATIAGSG
TIITIGIGCAG
RGACCAGCAT
CTITATAAAA
CATGIGGITT
GACGTICCTIY
CACRATGGAGT
GAGATIGTIAT

72

TCITGZAECA =

ATIGAGCACT GAZCGTGGAR
TICCTICECE CTCCCTITIC
ICCTCCCAGT TOCTTOCCCR
CCCCCARGAG CAGGCTTTICC
ATCAGGARCA ARCCCTCATA
GCARAAARCT
TATCCAGAGG
ACCICIGIGS
CTCIGECTCS
TTIGGTIGER
CCICTECTTEA
TACITIATIG
GICICIRGTS
CTCARLTIGG
CASGICTCEC
TCCLAGSGCT
TCTIACTAGT
GTICTGCATT
CCCCCARAGCCT
TIICCOCTIC
IGEATITTIAGT
GEZACCTCA
ARATCTICATS
TATCCATTAT

ATTACCCIAG
TATGICTCAG
CAGTATTCCC
CAGCACTAGG
GAACICTLCT
TACAAAGCTIC
GIATGATCIG
TITGEGICTG
ATTTGICEGC
ACATZTITCIT

GAACATGGTT GAACRAGTIGT

GAGTGGTATC GATGGGEICTC
CTIGTIICCAR AGDEGCICIG
TACTCCTICCE ACATIATCRA
TCACAGGIGT ARBATGGRAT
AZGTIGAACA TTICTTIARG
TITAGATIIGC AACTCCACCT
GAGTICTIAR TGEGITIIGS
TICCCATTICG GIAGEITTIC

CSAGRCRAGAT
TZATACATTA
CTICCATICT
AIGARTACTC
TCARGGC TGS
CCCRCTGYTG
ACCCAGCTCA
GCICTGCTIA
TACRATCTZET
TIGGLTCTET
CAGTTIGGTCC
ICTTITETISC
CCTGOTCTIC
CCAGYTCATIG

RGGCAGGATA
GSAAGCCTIC
AGARTTCACT
GCCTCTCCAR
GATCCCTATT
CCARGRAGAT
AGCTARTGET
CICAGGGIGG
ATATCATTET
TCAGATTGIT

CCTTETGEIR

Caja CarxG

FITCATIGAGG TOCCATITAT
ateTTge:

TSATIGTTGR
ct

(Mutacién de la caja CarG)

AGGAARGTIGT CTCCIGTGCC
TICAGTGZAT CTCATTITAT
AGTGATAGAT ATGTGATCIAZ
CATTIATIGLC GEATGCTITY
ATCAGCTSIT CACTGATTIC
TATTGCIATA GCICTEAGGT
EATTGTACAL GAGTAICCTA
TAAGIATIGY COITTCAAGS
IGCATTTCTA GATTIIGGTAG

AATGCGTTCR
GITIGAGGTCT
TIGCATTCTIT
TARRTIITTZT
ATIGATCAGC
ACARGCTTERAG
GGITTAGCTIA
TCEATAGAGA
GGIGGCCATT
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Figura 11
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A.Transcripcion B. Escision nuclear
Gen de miARN 5 m— >

= e

pri-miARN pre-miARN
C. Exportacion

Nucleo
e R R
Citoplasm
D. Maduracion E. Ensamblaje F. Regulacion

>

ATGCTAGCAGTCAATGCCATA

3' UTR de ARNm

ERISChS

51 i @%
L

Figura 13

A pre-miARN-208 de ratén

u| ¢ ue ¢ ¢ ac ¢ ac miR-208 maduro
UCCUVUGAC O AGCUUUU GC €6 UUAUAC UG\ _D

AGAAGACUG UU UCGARAA €& GE AAUNIG AC A HEUBCEARRAARCUAGERGARURN
G* G Gu A A AG c uc

3+

B.

Ratén UUCCUUUGACGGGUCAGCUTUDGGCCTGGGUUAUACCUGACACUCACGIAVARGACGAGCAAARAGCUUGIUIGGUCAGRGGAG
Rata DUCCUUUGACGOGUGACGCUBUUTGEGLCCEEGUUALACCUGACUCUCACG LA UAAGACGAGCAARRAGCUUGILGGUCAGAGOAG

HUumano =s=eses UGACEGECGRGCUUDUGGCECGEEUBAUACCUGATGEUCRCGIAUARGACCAGCRRARAG CUUGIIGGUCA - - - = - =
C RPENREF PETEPAEP TR PR ITAT RIS arer e EPRTRABSETATASERR T RAER PR R AT REAST AN T RERY
.
v~ * 23,11 kb Cadena Inverss —f
Ratén
39 exones

25,863 kb Cadena Iinverss -}

Humano W\/WM I\/I\/lel\/u 38 exones

* el locus de miR-208 esta dentro del intron 29 y 28 del gen o-MHC de ratén y humano, respectivamente.

Figura 14
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Promotor de a-MHC tT A‘VP 1 6 x Minimo del CMV del concatémero tetO mi R" 20 8

+DOX & -DOX
Promotor de o-MHC -tTA'VP1 5 |— @ Promotor de o-MHC tTA-VP16
Minimo del CMV del concatémero tetO A miR-208
e

del concatémero tetQ miR_zoa

Figura 17
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Ensayo de lucen 293T 48 h

ug | Oug 5,50umd,7Sug Q
ir200ir208rir208mir 205l

©SB10}10N] €] 9P BIPAW PEPIAOY

:
g
.
£
i
N . -Rm.:o:_ e| op -_vws PEPIAOY

am)

{

-miR
Energia:

3

ucsc)
-10.9 kCal/mol

=208 |

miARN humano: hsa

Puntuacién: 144,

S E
CUAARAUAUAUGUAAUCGUCUUAR 31
LLARPRREE LAY L3 Lllelt]

UGUUCGARAAACG- -AGCAGARUA S5°*

11

£

002624

()

549:5!

100.0%

Transcrito humano:

Conservacién:

CUAAARUAUAUGUAAUCGUCTIUAA 3¢

sl

ENSMUSG00000034297

Transcrito de ratén:

Puntuacién: 144,
miARN de

P11

-10.8 kCal/mol
Rfam)

Energia:
~miR-208 (

ratén: mmu

|

i):
UGUUCGAARAACG~~AGCAGAAUA 5*

3!
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Medio TRE
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miR-208

+
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T

TTNTTSARAARA
a-MHC de ARNm

|

o-MHC + miR-208

Figura 19
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M =-miR-1336
Mmu-miR-1064
Mmu-~miR-30a-5p
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Mmu-miR-196a
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Figura 20
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Mmu-miR~142-5p
Mmu_18 pre-14

Mmu-miR-187
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Mmu 25 _post-5
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Mmow_19b-1 post-14
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miR-26 (SEQ ID NO:6)
mmu-miR-26a MIMATO000533
UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGC (SEQ ID NO:12)

mmu-miR-26b MIMAT0000534
UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGUU (SEQ ID NO:13)

miR-29 (SEQ ID NO:7)
mmu-miR-29a MIMATO0000535
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUU (SEQ ID NO:14)

mmu-miR-29b MIMATO000127
UVAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU (SEQID NO:15)

mmu-miR-29¢ MIMATO000536
UAGCACCAUUUGAAAUCGGU (SEQ ID NO:16)

miR-30 (SEQ ID NO:8)
mmu-miR-30a-3p MBMAT0000129
CUUUCAGUCGGAUGUUUGCAGC (SEQ ID NO:17)

mmu-miR-30b MGVIAT0000130
UGUAAACAUCCUACACUCAGCU (SEQ ID NO:18)

mmu-miR-30c MIMAT0000514
UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC (SEQ ID NO:19)

mmu-miR-30d MIMATO000515
UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG (SEQ ID NO:20)

mmu-miR-30e* MIMATO0000249
CUUUCAGUCGGAUGUUUACAG (SEQ ID NO:21)

miR-128 (SEQ ID NO:9)
mmu-miR-128a MIMAT0000140
UCACAGUGAACCGGUCUCUUUU (SEQ ID NO:22)

mmu-miR-128b MIMATO0000675
UCACAGUGAACCGGUCUCUUUC (SEQ ID NO:23)

Figura 21
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Figura 24
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Figura 28

B miR-1/206 potencia la diferenciacion de células satélite
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