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DESCRIPCION
MIR-29a para el diagnostico de adenocarcinoma de colon con mal pronéstico de supervivencia
Antecedentes de la invencion

El adenocarcinoma de colon es una causa principal de mortalidad por cancer en todo el mundo'. El cancer
colorrectal es la tercera causa mas comun y la segunda causa principal de muerte por cancer en los Estados
Unidos®. Los adenocarcinomas esporadicos de colon comlenzan como adenomas y evolucionan a través de una
progresion de cambios moleculares, celulares e hlstologlcos Aunque los indices de mortalidad durante 5 afios han
disminuido moderadamente durante las 3 tltimas décadas®, aun existe se necesita identificar nuevos biomarcadores
de prondstico y dianas terapéuticas para esta enfermedad. Actualmente, la quimioterapia tiene un valor terapéutico
significativo aunque la cirugia es la tinica forma de tratamiento curativo®.

Las dianas terapéuticas ideales deben asociarse de modo causal con las enfermedades y prestarse a disefiar
intervenciones terapéuticas; mientras que los biomarcadores ideales deben ser_ facﬂes de medir y tener fuertes
asociaciones con resultados clinicos. Los microARN deben cumplir ambos criterios®?

Los mlcroARN son moléculas de ARN no codificante de 18-25 nucleétidos que regulan la traduccion de muchos
genes Desde su descubrlmlento "' se ha encontrado que regulan diversos procesos celulares incluyendo la
apopt03|s12 4 diferenciacion'®'"""® y proliferacic’m celular'®. Los microARN también pueden tener una funcion causal
en la carcmogenesns617 Los niveles de e Presmn de los microARN estan alterados en la mayoria de los tipos de
tumores'®'®, incluyendo tumores de colon'®?. Los microARN miR-15 y miR-16a estan delecionados o regulados
negativamente en la mayoria de las Ieucemlas linfociticas cronicas®. La manlgulamon experimental de microARN
especificos modula el desarrollo tumoral en sistemas de modelo de raton'>?*%. E p03|ble prondstico de los
microARN también se ha demostrado en la leucemia linfocitica crénica’, cancer de pulmon y neuroblastomas®’

La expresién aberrante de los microARN puede ser causal para la carcinogénesis, la inhibicién de los microARN
especificos puede tener implicaciones terapéuticas. Pueden disefase oligonucledtidos antisentido modificados para
inhibir especificamente la funcién de los microARN?. Los antagonistas de los micro-ARN (antagomirs) son un tipo
de oligonucleétidos antisentido que han demostrado ser eficaces al inhibir la funcién de los microARN in vivo en
ratones®. La facilidad para disefar inhibidores especificos de funcién microARN los hace candidatos como dianas
terapéuticas.

Sumario de la invencion

En un aspecto general, en el presente documento se proporciona un método de diagndstico para determinar si un
sujeto tiene, esta en riesgo de desarrollar, o tiene un menor pronéstico de supervivencia para una enfermedad
relacionada con cancer de colon. El método incluye medir el nivel de al menos un producto génico miR en una
muestra de ensayo del sujeto, en el que una alteracién en el nivel del producto génico miR en la muestra de ensayo,
con respecto al nivel de un producto génico miR correspondiente en una muestra control, indica si el sujeto tiene, o
esta en riesgo de desarrollar, la enfermedad relacionada con cancer de colon. En un aspecto particular, el al menos
un producto génico miR se selecciona del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y
combinaciones de los mismos. En una realizacion, el producto génico miR es miR-21.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método de ensayo para determinar al menos
un comienzo de, predisposicion a, o reduccion del prondstico de supervivencia para una respuesta de enfermedad
relacionada con cancer de colon que comprende:

(1) determinar un nivel de expresién de al menos un marcador en una muestra de un sujeto de ensayo; incluyendo el
al menos un marcador al menos un producto génico miR seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21,
miR-106a, miR- 181b, miR-203 y combinaciones de los mismos;

(2) comparar el nivel de expresion determinado en la etapa (1) con un nivel de expresion control del marcador en
una muestra de un sujeto sano; y

(3) evaluar si el sujeto padece una enfermedad relacionada con cancer de colon cuando el resultado de la
comparacion de la etapa (2) indica que: i) el nivel de expresion del al menos un marcador en el sujeto de ensayo es
mayor que el del control o ii), el nivel de expresion del al menos un marcador en el sujeto de ensayo es menor que el
del control.

La muestra puede comprender uno o mas de tejido, sangre, plasma, suero, orina y heces. Ademas, todas las etapas
del método pueden realizarse in vitro.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método de diagndstico para determinar si un
sujeto padece, esta en riesgo de desarrollar, o tiene un prondstico de supervivencia reducido para, una enfermedad



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2434090 T3

relacionada con cancer, que comprende:

(1) efectuar la transcripcion inversa de ARN de una muestra de ensayo obtenida del sujeto para proporcionar un
conjunto de oligodesoxinucleétidos diana;

(2) efectuar la hibridacion de los oligodesoxinucleétidos diana en una micromatriz que comprende un oligonucle6tido
sonda especifico de miARN para proporcionar un perfil de hibridacién para la muestra de ensayo; y

(3) comparar el perfil de hibridacién de la muestra de ensayo con un perfil de hibridacién generado a partir de una
muestra control, en el que una alteracion de la sefial de al menos un miARN indica si el sujeto padece, esta en
riesgo de desarrollar, o tiene un prondstico de supervivencia reducido para, una enfermedad relacionada con cancer
de colon.

En un aspecto particular, la sefial de al menos un miARN, con respecto a la sefial generada a partir de la muestra
control, estd regulada positiva o negativamente. Ademds, la micromatriz puede comprender un oligonucleétido
sonda especifico de miARN para uno o mas miARN seleccionados del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-
106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método de inhibicién de tumorigénesis en un
sujeto que padece, o0 que se sospecha que padece, una enfermedad relacionada con cancer de colon en el que al
menos un producto génico miR seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-
203 y combinaciones de los mismos, esta regulado positiva o negativamente en las células cancerosas del sujeto,
con respecto a las células control, que comprende:

(1) cuando el al menos un producto génico miR esté regulado negativamente en las células cancerosas, administrar
al sujeto una cantidad eficaz de al menos un producto génico miR aislado seleccionado del grupo que consiste en
miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos, de tal manera que la tumorigénesis
se inhiba en el sujeto; o

(2) cuando el al menos un producto génico miR esté regulado positivamente en las células cancerosas, administrar
al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto para inhibir la expresién de al menos un producto génico
miR seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los
mismos, de tal manera que la tumorigénesis se inhiba en el sujeto.

En un aspecto particular, al menos un producto génico miR aislado en la etapa (1) y/o en la etapa (2) es miR-21 o
una variante aislada o fragmento biolégicamente activo o equivalente funcional de los mismos, o un anticuerpo que
se une a los mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método de inhibicién de tumorigénesis en un
sujeto que padece céancer de colon, que comprende:

(1) determinar la cantidad de al menos un producto génico miR en células cancerosas del sujeto, con respecto a las
células control; y

(2) alterar la cantidad del producto génico miR expresado en las células cancerosas:

(i) administrando al sujeto una cantidad eficaz de al menos un producto génico miR aislado seleccionado del grupo
que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos, si la cantidad del
producto génico miR expresado en las células cancerosas es menor que la cantidad del producto génico miR
expresado en las células control; o

(i) administrando al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto para inhibir la expresion de al menos un
producto génico miR, si la cantidad del producto génico miR expresado en las células cancerosas es mayor que la
cantidad del producto génico miR expresado en las células control,

de tal manera que la tumorigénesis se inhiba en el sujeto.

En un aspecto particular, el al menos un producto génico miR aislado en la etapa (i) es miR-21 o una variante
aislada o fragmento biolégicamente activo de los mismos. Ademas, en determinadas realizaciones, el al menos un
producto génico miR en la etapa (ii) se selecciona del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b,
miR-203 y combinaciones de los mismos, o una variante aislada o fragmento biolégicamente activo de los mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método de identificacién de un inhibidor de
tumorigénesis que comprende proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un
producto génico miR asociado con niveles de expresion alterados en una enfermedad relacionada con cancer de
colon, en el que un aumento o una disminucion en el nivel de producto génico miR en la célula, con respecto a una
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célula control adecuada, indica si el agente de ensayo esta siendo un inhibidor de tumorigénesis.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método de identificacién de un inhibidor de
tumorigénesis que comprende proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un
producto génico miR asociado con un nivel de expresion alterado en una enfermedad relacionada con cancer de
colon, en el que una disminucion en el nivel del producto génico miR en la célula, con respecto a una célula control
adecuada, indicativo si el agente de ensayo esta siendo un inhibidor de tumorigénesis

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un marcador para evaluar una o mas rutas
metabdlicas que contribuyen a al menos una subclasificacion del comienzo, progresion, gravedad, patologia,
agresividad, grado, actividad, discapacidad, mortalidad, morbidez de la enfermedad u otra caracteristica patogénica
o patoldgica subyacente de al menos una enfermedad relacionada con cancer de colon, en el que el marcador
comprende uno o mas productos génicos miR seleccionados del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a,
miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona una composicién que comprende uno o mas de
los marcadores descritos en el presente documento.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método de identificacion de un posible
comienzo o desarrollo de al menos una enfermedad relacionada con cancer de colon en un sujeto, proporcionando
el método medir uno o méas de los marcadores descritos en el presente documento. En determinadas realizaciones,
uno o mas marcadores estan presentes en una muestra aislada y todas las etapas del método se realizan in vitro.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un reactivo para ensayar una enfermedad
relacionada con céancer de colon, en el que el reactivo comprende un polinucleétido que comprende la secuencia de
nucleétidos de al menos un marcador descrito en el presente documento o una secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos del marcador.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un reactivo para evaluar una enfermedad
relacionada con céncer de colon, en el que el reactivo comprende un anticuerpo que reconoce una proteina
codificada por al menos un marcador descrito en el presente documento.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona una microplaca de ADN para evaluar una
enfermedad relacionada con cancer de colon, en el que se ha inmovilizado una sonda para ensayar al menos un
marcador descrito en el presente documento.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método para evaluar la eficacia de una terapia
para prevenir, diagnosticar y/o tratar al menos una enfermedad relacionada con cancer de colon que comprende:

1) someter a un animal a una terapia cuya eficacia va a evaluarse y

2) determinar el nivel de eficacia del tratamiento que va a evaluarse en el tratamiento o prevencion de la enfermedad
relacionada con cancer de colon evaluando al menos un marcador descrito en el presente documento.

En determinadas realizaciones, el agente terapéutico candidato comprende uno o mas de: composiciones
farmacéuticas, composiciones nutraceuticas y composiciones homeopaticas. Ademas, la terapia que va a evaluarse
puede ser para su uso en un sujeto humano. En determinadas realizaciones, el método no es un método de
tratamiento del organismo del ser humano o del animal por cirugia o terapia.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método para evaluar el potencial de al menos
un material con respecto a una capacidad para iniciar una respuesta de enfermedad relacionada con cancer de
colon en un modelo animal, proporcionando el método:

1) medir uno o mas marcadores regulados positiva y negativamente descritos en el presente documento después de
la exposicion del animal a uno o mas materiales en cantidades suficientes para iniciar una respuesta de enfermedad
relacionada con cancer de colon en el animal; y

2) determinar si al menos uno de los marcadores regulados positiva 0 negativamente tiene la capacidad de iniciar
una respuesta de enfermedad relacionada con cancer de colon.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona una composicion farmacéutica para el
tratamiento de una enfermedad relacionada con cancer de colon, que comprende: al menos un producto génico miR
seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los
mismos; y, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona una composicion farmacéutica para el
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tratamiento de un cancer de colon que comprende al menos un compuesto de inhibicion-expresion de miR y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, en el que al menos un compuesto de inhibicién-expresion de miR es
especifico para un producto génico miR seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-
181b, miR-203 y combinaciones de los mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un articulo de fabricacién que comprende: al
menos un reactivo de captura que se une a un marcador para una enfermedad relacionada con cancer de colon
seleccionado de al menos uno de los marcadores descritos en el presente documento.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un kit para explorar un compuesto candidato para
un agente terapéutico para tratar una enfermedad relacionada con cancer de colon, en el que el kit comprende: uno
0 mas reactivos de al menos un marcador descrito en el presente documento, y una célula que exprese al menos un
marcador. En determinadas realizaciones, la presencia del marcador se detecta usando un reactivo que comprenda
un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se una especificamente con al menos un marcador. Ademas, en
determinadas realizaciones, el reactivo esta marcado, radiomarcado o marcado con biotina, y/o el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo estd radiomarcado, marcado con cromdéforo, marcado con fluoréforo o marcado con
enzima. En una realizacion particular, el kit incluye adicionalmente un envase que comprende al menos unos
marcadores. Ademas, el reactivo puede comprender uno o mas de: un anticuerpo, una sonda, a la cual se une o
puede unirse el reactivo, y un quelato metalico inmovilizado.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un ensayo de exploracion de una enfermedad
relacionada con cancer de colon que comprende:

poner en contacto uno o méas de los marcadores de la Reivindicacion 20 con un sustrato para dicho marcador y con
un agente de ensayo y

determinar si el agente de ensayo modula la actividad del marcador.
En determinadas realizaciones, todas las etapas del método pueden realizarse in vitro.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona una micromatriz para predecir la presencia de
una enfermedad relacionada con cancer de colon en un sujeto que comprende un anticuerpo dirigido contra al
menos un marcador de la Reivindicacion 20.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporcionan métodos, composiciones y similares, donde un
nivel de expresion del marcador se evalla detectando la presencia de un polinucleétido, o parte del mismo,
transcrito, en el que el polinucleétido transcrito comprende una region codificante del marcador. Ademas, la muestra
puede ser un tejido o fluido corporal asociado con cancer de colon. En una realizacién particular, la muestra
comprende células obtenidas del paciente.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método para el tratamiento, la prevencion, la
inversién o la limitacion de la gravedad de una complicacién de enfermedad relacionada con cancer de colon en un
individuo que lo necesite, que comprende:

administrar al individuo un agente que interfiera con al menos una ruta de sefalizacién de la respuesta de una
enfermedad relacionada con cancer de colon, en una cantidad suficiente para interferir con dicha sefial, en el que el
agente comprende al menos un producto génico miR seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-
106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona el uso de un agente que interfiera con al menos
una ruta de senalizacion de la respuesta de una enfermedad relacionada con cancer de colon, para la fabricaciéon de
un medicamento para el tratamiento, prevencion, inversion o limitacion de la gravedad de una complicacion de
enfermedad relacionada con cancer de colon en un individuo, en el que el agente comprende al menos un producto
génico miR seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y
combinaciones de los mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método de tratamiento, prevencion, inversion
o limitacion de la gravedad de una complicacion de enfermedad relacionada con cancer de colon en un individuo que
lo necesite, que comprende administrar al individuo un agente que interfiera con al menos una cascada de respuesta
de enfermedad relacionada con cancer de colon, en el que el agente comprende al menos un producto génico miR
seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los
mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona el uso de un agente que interfiera con al menos
una cascada de respuesta de enfermedad relacionada con cancer de colon, para la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento, prevencion, inversion o limitacién de la gravedad de una complicacién de enfermedad
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relacionada con cancer de colon en un individuo, en el que el agente comprende al menos un producto génico miR
seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los
mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un medio legible por ordenador que comprende
una base de datos que tiene una pluralidad de perfiles de referencia codificados digitalmente, en el que al menos un
primer perfil de referencia representa un nivel de al menos un primer marcador en una o0 mas muestras de uno o
mas sujetos que presentan un sintoma de una respuesta de enfermedad relacionada con cancer de colon, en el que
el marcador comprende uno o0 mas productos génicos miR seleccionados del grupo que consiste en miR20a, miR-
21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos.

En determinadas realizaciones, el medio legible por ordenador incluye al menos un segundo perfil de referencia que
representa un nivel de al menos un segundo marcador en una o0 mas muestras de uno o mas sujetos que presentan
sintomas de una respuesta de enfermedad relacionada con cancer de colon; o sujetos que tienen una enfermedad
relacionada con cancer de colon.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un sistema informatizado para determinar si un
sujeto tiene, esta predispuesto a tener, o tiene un mal pronéstico para, una enfermedad relacionada con cancer de
colon, que comprende la base de datos descrita en el presente documento, y un servidor que comprende un codigo
ejecutable por ordenador para hacer que el ordenador reciba un perfil de un sujeto, identifique desde la base de
datos un perfil de referencia coincidente que, desde el punto de vista diagnostico, sea relevante con el perfil del
sujeto y generar una indicacion de si el sujeto tiene, o esta dispuesto a tener, una enfermedad relacionada con
cancer de colon.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un método asistido por ordenador para evaluar la
presencia, ausencia, naturaleza o grado de una enfermedad relacionada con cancer de colon en un sujeto, que
comprende:

1) proporcionar un ordenador que comprende un modelo o algoritmo para clasificar datos de una muestra obtenida
del sujeto, en el que la clasificacion incluye analizar los datos con respecto a la presencia, ausencia o cantidad de al
menos un marcador, en el que el marcador comprende uno o mas productos génicos miR seleccionado del grupo
que consiste en miR20a, miR- 21, miR-106a, miR-181 b, miR-203 y combinaciones de los mismos;

2) introducir datos de la muestra bioldgica obtenida del sujeto; y

3) clasificar la muestra biolégica para indicar la presencia, ausencia, naturaleza o grado de una enfermedad
relacionada con cancer de colon.

En otro aspecto general, al menos un producto génico miR y combinaciones de los mismos incluyen variantes
aisladas o fragmentos biolégicamente activos o equivalentes funcionales de los mismos, o anticuerpos que se unen
a los mismos.

En otro aspecto general, en el presente documento se proporciona un modelo animal de cancer de colon en el que
en el modelo animal se produce al menos uno de los siguientes procesos biolégicos o quimicos por regulacion
positiva 0 negativa de uno o mas productos génicos miR seleccionados del grupo que consiste en miR20a, miR-21,
miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos. En determinadas realizaciones, el modelo animal es
un vertebrado no humano. En realizaciones particulares, el modelo animal es un ratdn, una rata, un conejo o un
primate.

Diversos objetos y ventajas de la presente invencion seran obvios para los expertos en la técnica a partir de la
siguiente descripcion detallada de la realizacién preferida, a la vista de la lectura de los dibujos que se adjuntan.

Breve descripcion de los dibujos

La patente o archivo de solicitud contiene al menos un dibujo a color. Las copias de esta patente o publicacion de
solicitud de patente con dibujos a color seran proporcionadas por la Oficina de patentes tras su solicitud y pago de
tasas necesario.

Figuras 1a - 1g: miR-21 se expresa a niveles méas altos en adenocarcinomas de colon con aumento de expresion en
tumores méas avanzados.

(Fig. 1a) La hibridacion in situ de miR- 21 se optimiz6 para diferenciar la alta y baja expresién de miR-21. Las células
epiteliales colénicas en tumor humano (T) expresan niveles mas altos de miR-21 en comparacion con tejido no
tumoral (N) adyacente. (Fig. 1c) El nucleo y el citoplasma de las células epiteliales colénicas en tejido tumoral
expresa cantidades significativas de miR-21 en tejido tumoral, a alto aumento. (Fig. 1e) Al mismo aumento, el tejido
no tumoral muestra expresion no significativa de miR-21.
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(Fig. 1b, Fig. 1d, Fig. 1f) La sonda de control mixta muestra tincién no significativa a bajo o alto aumento en
secciones en serie de tejido tumoral y no tumoral, segln se esperaba. Las barras a escala (Figs. 1c- f) indican que
miR- 21 500 uM (g) se expresa a niveles méas altos en tumores mas avanzados. Los graficos de puntos representan
valores Ct relativos a miR-21 (a partir de RT-PCR cuantitativa) para niveles de expresion de adenoma y tumores que
se han normalizado con tejido no-adenoma o no tumoral emparejado, respectivamente. Los tipos de tejidos se han
ordenado desde adenoma a tumores de fase I|-IV. Las barras indican valores medios. Existe una tendencia
significativa a que los tumores mas avanzados tengan expresion mas alta de miR-21 (ensayo de tendencia no
paramétrico, a través de los grupos ordenados).

Figura 2: miR- 21 se expresa a niveles mas altos en tumores mas avanzados. Se utilizaron micromatrices microARN
para medir niveles de expresion de miR-21. Los graficos de puntos representan el log. de miR-21 (proporciones de
tumor/no tumor), calculado a partir de las micromatrices de microARN de la cohorte original. La sonda hsa-miR-21-
prec 17 No 1 de la micromatriz se usé para medir la expresion de miR-21. Se excluyeron tejidos con expresién
indetectable de miR-21, basandose en los datos de micromatriz. Los tipos de tejidos se han ordenado de tumores de
fase | a tumores de fase |-V segln estadificacion TNM. Las barras indican valores medios. Existe una tendencia
significativa a que los tumores méas avanzados tengan expresion mas alta de miR-21 (p = 0,04; ensayo de tendencia
no paramétrico, a través de los grupos ordenados).

Figuras 3a y 3b: expresiéon alta de miR-21 en tumores con pronéstico de mala supervivencia en sujetos con
histologia tipica de adenocarcinoma en ambas cohortes independientes. Este analisis excluye a sujetos con
histologia de carcinoma adenoescamoso 0 adenocarcinoma mucinoso.

(Figura 3a) Se utilizaron micromatrices de microARN en la cohorte de ensayo de Maryland para medir los niveles de
expresion de microARN de tejidos tumorales y no tumorales. Se excluyeron tejidos con expresion indetectable de
miR-21 basandose en los datos de micromatriz. La expresidn alta de miR-21 se clasificé basandose en el tercil mas
alto. Las lineas rojas indican individuos con una alta expresion mientras que las lineas verdes corresponden a baja
expresion. En tejido no tumoral, 24/69 tejidos se clasificaron como que tenian expresion alta mientras que 26/72
tumores se clasificaron como que la tenian alta. La expresion alta de miR-21 en tumores (lado derecho) se asocié
con mala supervivencia mientras que esta no se asocio en tejido no tumoral.

(Fig. 3b) Validacion de la asociacion con expresién alta de miR-21 en tumores y mal prondstico en una cohorte
independiente. Los niveles de expresion de miR-21 se midieron por RT-PCR cuantitativa. La expresion alta se bas6
en el tercil mas alto. Se clasificaron 35/103 tejidos no tumorales como que tenian expresion alta y 34/103 tejidos
tumorales se clasificaron como que la tenian alta. Los valores P son valores p de rango logaritmico del analisis de
Kaplan- Meier. Las X en todas las lineas indican el tiempo al cual se censuraba a un individuo.

Figuras 4a y 4b: expresion alta de miR-21 en tumores con pronéstico de mala supervivencia en ambas cohortes
independientes. Este analisis incluye todos los sujetos independientemente de la histologia del adenocarcinoma.

(Fig. 4a) Se utilizaron micromatrices microARN en la cohorte de ensayo de Maryland para medir los niveles de
expresion de microARN de tejidos tumorales y no tumorales. Se excluyeron tejidos con expresién indetectable de
miR-21 basandose en los datos de micromatriz. La expresidn alta de miR-21 se clasificé basandose en el tercil mas
alto. Las lineas rojas indican individuos con alta expresién mientras que las lineas verdes corresponden a baja
expresion. En tejido no tumoral, 26/74 tejidos se clasificaron como que tenian expresion alta mientras que 28/79
tumores se clasificaron como que la tenian alta. La expresion alta de miR-21 en tumores (lado derecho) se asocié
con mala supervivencia mientras que esta no se asoci6 en tejido no tumoral.

(Fig. 4b) Validacion de la asociacion con expresién alta de miR-21 en tumores y mal prondstico en una cohorte
independiente. Los niveles de expresion de miR-21 se midieron por RT-PCR cuantitativa. La expresion alta se basé
en el tercil mas alto. Se clasificaron 37/111 tejidos no tumorales como que tenian expresion alta y 37/111 tejidos
tumorales se clasificaron como que la tenian alta. Todos los valores p son valores p de rango logaritmico del andlisis
de Kaplan- Meier. Las X de todas las lineas indican el tiempo al cual se censuraba a un individuo.

Figuras 5a, 5b y 5c: la expresion alta de miR-21 se asocia con una mala respuesta a quimioterapia adyuvante para
casos con histologia de adenocarcinoma convencional. Este analisis incluye sujetos de la cohorte de validacién,
excluyendo sujetos con histologia de adenocarcinoma mucinoso o carcinoma adenoescamoso.

(Fig. 5a) Comparacion de tasas de supervivencia de sujetos en fase Il/Ill segun la TNM con histologia de
adenocarcinoma convencional por niveles de expresion de miR-21 y recepcion de quimioterapia adyuvante. Para los
77 sujetos en fase I/, 25 se clasificaron como receptores de terapia con expresién baja de miR-21, 28 como con
expresion baja de miR-21 y no receptores de terapia, 11 como receptores de terapia con expresion alta de miR-21 y
13 como con expresion alta de miR-21 y no receptores de terapia. Para los sujetos de fase Il/Ill que recibieron
quimioterapia adyuvante, la expresion alta de miR-21 en tumores se asoci6é con mala supervivencia (p = 0,03).

(Fig. 5b) Comparacién de sujetos en fase Il segun la TNM con histologia de adenocarcinoma convencional. Para los
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33 sujetos de fase Il, 8 se clasificaron como receptores de terapia con expresion baja de miR-21, 15 como con
expresion baja de miR-21 y no receptores de terapia, 3 como receptores de terapia con expresion alta de miR-21y 7
como con expresion alta de miR-21 alta y no receptores de terapia. Todos los sujetos en fase Il que recibieron
quimioterapia sobrevivieron durante todo el estudio.

aqui

(Fig. 5¢) Comparacion de sujetos en fase Ill segun la TNM con histologia de adenocarcinoma convencional. Para los
44 sujetos en fase lll, 17 se clasificaron como receptores de terapia con expresion baja de miR-21, 13 como con
expresion baja de miR-21 y no receptores de terapia, 8 como receptores de terapia con expresion alta de miR-21 y
6 como con expresion alta de miR-21 y no receptores de terapia. Para los sujetos en fase Il que recibieron
quimioterapia adyuvante, la expresion alta de miR-21 en tumores se asocié con una mala supervivencia (p = 0,02).
Las X en todas las lineas indican el tiempo al cual se censuré a un individuo.

Figuras 6a, 6b y 6¢: Analisis combinado de la cohorte de ensayo de Maryland y la cohorte de validacion de Hong
Kong que examina asociaciones entre la expresion de miR-21 en tumores y recepcion de quimioterapia adyuvante
con pronostico. Este andlisis incluye a todos los sujetos en fase Il/lll segin la TNM de ambas cohortes. Se excluyé a
los individuos con histologia de adenocarcinoma mucinoso o carcinoma adenoescamoso. La columna izquierda
incluye representaciones graficas de Kaplan-Meier que analizan la asociacion entre la recepcién de terapia
adyuvante y el pronéstico. La columna central incluye un andlisis de la asociacion entre la expresion alta de miR-21
en tumores y el pronéstico y la columna de la derecha subdivide a los individuos basandose en quimioterapia y en el
estado de expresion de miR-21.

(Fig. 6a) Todos los sujetos en fase Il/lll segun la TNM. Para los 119 sujetos en fase Il/lll, 40 se clasificaron como
receptores de terapia con expresion baja de miR-21, 41 como con expresidon baja de miR-21 y no receptores de
terapia, 16 como receptores de terapia con expresién alta de miR-21 y 22 como con expresién alta de miR-21 y no
receptores de terapia. La expresion alta de miR-21 se asocidé con una mala supervivencia en aquellos sujetos que
recibieron quimioterapia (p = 0,003), asi como en aquellos que no recibieron terapia (p = 0,04).

(Fig. 6b) Todos los sujetos en fase Il segun la TNM. Para los 52 sujetos en fase Il/lll, 10 se clasificaron como
receptores de terapia con expresion baja de miR-21, 25 como con expresidon baja de miR-21 y no receptores de
terapia, 4 como receptores de terapia con expresion alta de miR-21 y 13 como con expresién alta de miR-21 y no
receptores de terapia. La asociacién entre la expresion alta de miR-21 y el pronéstico no fue estadisticamente
significativa en individuos que recibieron quimioterapia (p = 0,11) o0 en los que no recibieron quimioterapia (p = 0,06).

(Fig. 6¢c) Todos los sujetos en fase Ill segun la TNM. Para los 67 sujetos en fase lll, 30 se clasificaron como
receptores de terapia con expresion baja de miR-21, 16 como con expresidon baja de miR-21 y no receptores de
terapia, 12 como receptores de terapia con expresién alta de miR-21 y 9 como con expresién alta de miR-21 y no
receptores de terapia. La expresién alta de miR-21 se asocié significativamente como mala supervivencia en sujetos
en fase Il que recibieron quimioterapia (p = 0,007), pero en sujetos que no recibieron quimioterapia (p = 0,30). Las X
de todas las lineas indican el tiempo al cual se censuré a un individuo.

Figuras 7a - 7c. Los perfiles globales de miARN estan asociados con la estadificacion TNM clinica y un mal
pronédstico. El agrupamiento jerarquico de las proporciones tumorales/no tumorales (TIN) del miARN dio como
resultado la formacion de dos grupos denominados arbitrariamente grupo A y grupo B. El mapa HEAT resultante y
las asignaciones de grupos se muestran en la Figura 7a. Estos dos grupos estaban formados por individuos con
prondsticos de supervivencia significativamente diferentes para la estadificacion de TNM, diagnosticandose al grupo
de individuos B mas probablemente como en cualquiera de las fases Ill o IV en comparaciéon con el grupo de
individuos A (Fig. 7b). El analisis de Kaplan-Meier muestra que los individuos del Grupo B también tienen un peor
prondstico de supervivencia (Fig. 7c).

Figuras 8a - 8i. Las proporciones T/Nde los miARN individuales predicen prondsticos de supervivencia. En estas
figuras se presentan graficos que muestran proporciones T/Npor estadificacion TNM (izquierda) y analisis Kaplan-
Meier (derecha) para cada uno de estos 9 miARN. El eje Y (proporcion T/N mediante graficos de estadificacion
TNM) indica la proporcion T/N transformada a log(2) de cada individuo mientras que el eje X agrupa a los individuos
por estadificacion TNM (I, I, Ill o 1V). Los valores de significancia mostrados son el resultado de un ensayo de
tendencia no paramétrico de valores de proporcion T/N promedio a través de los individuos agrupados por
estadificacion. Las representaciones de Kaplan-Meier incluyen a todos los individuos con datos de proporciones T/N
para este miARN particular. Se encontré que las proporciones T/N se asociaban tanto con estadificaciéon clinica
como con pronostico de supervivencia.

Figuras 9a y 9b. Una firma de miARN de los 9 miARN predice riesgo de muerte por cancer de colon. Cada una de
las proporciones T/N de los miR- 21, miR-106a, miR181b, miR-16b, miR-203, let-7g, miR-29a, miR-103-2 y miR-10a
mostré ser predictiva de pronostico de cancer de colon. El agrupamiento jerarquico de las proporciones T/N de estos
9 miARN dio como resultado la division de los individuos en dos grupos (1A) con pronésticos de supervivencia
significativamente diferentes (1B). Los individuos del grupo B tenian un riesgo significativamente mas alto de morir
por cancer de colon que los del grupo A. En este andlisis, se excluyé a los individuos que presentaban una
desaparicion mayor de 2 de las 9 proporciones T/N que constituian la firma miARN.
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Descripcion detallada de la realizacion preferida

En un aspecto general, en el presente documento se proporciona la identificacion de microARN particulares cuya
expresion estd alterada en células cancerosas asociadas con diferentes canceres de colon, con respecto a células
control normales.

Como se usa indistintamente en el presente documento, un “producto génico miR”, “microARN”, “miR” o “miARN” se
refiere a un transcrito de ARN no procesado (por ejemplo, precursor) o procesado (por ejemplo, maduro) de un gen
miR. Dado que los productos génicos miR no se traducen a proteinas, la expresion “productos génicos miR” no
incluye proteinas. El transcrito del gen miR no procesado también se denomina “precursor miR” o “prec miR” y
normalmente comprende un transcrito de ARN de aproximadamente 70-100 nuclettidos de longitud. El precursor
miR puede procesarse por digestion con una ARNasa (por ejemplo, Dicer, Argonaut o ARNasa lll (por ejemplo,
ARNasa lll de E. coli)) en una molécula de ARN activa de 19-25 nucleétidos. Esta molécula de ARN activa de 19-25
nucleétidos también se denomina transcrito génico miR “procesado” o miARN “maduro”.

La molécula de ARN activa de 19-25 nucleétidos puede obtenerse a partir del precursor miR a través de vias de
procesamiento natural (por ejemplo, usando células intactas o lisados celulares) o por vias de procesamiento
sintético (por ejemplo, usando enzimas de procesamiento aisladas, tales como Dicer, Argonaut o ARNasa Il
aisladas). Se entiende que la molécula de ARN activa de 19-25 nucleétidos también puede producirse directamente
mediante sintesis biolégica o quimica, sin tener que procesarse a partir del precursor miR. Cuando en el presente
documento se hace referencia al nombre microARN, el nombre se corresponde con las formas tanto precursora
como madura, a menos que se indique de otra manera.

En un aspecto, en el presente documento se proporcionan métodos de diagnostico para determinar si un sujeto
tiene, o esta en riesgo de desarrollar, un cancer de colon, que comprende medir el nivel de al menos un producto
génico miR en una muestra de ensayo del sujeto y comparar el nivel del producto génico miR en la muestra de
ensayo con el nivel de un producto génico miR correspondiente en una muestra control. Como se usa en el presente
documento, un “sujeto” puede ser cualquier mamifero que tenga, o que se sospeche que tenga, un cancer sélido. En
una realizacién preferida, el sujeto es un ser humano que tiene, o que se sospecha que tiene, un cancer de colon.

En una realizacion, el al menos un producto génico miR medido en la muestra de ensayo se selecciona del grupo
que consiste en miR20a, miR-21, miR-160a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos. En una realizacion
particular, el producto génico miR es miR-21.

La enfermedad relacionada con cancer de colon puede ser cualquier trastorno o cancer que se produzca a partir de
tejidos de colon. Dichos canceres estan normalmente asociados con la formacién y/o presencia de masas tumorales
y pueden ser, por ejemplo, adenocarcinomas.

En una realizacién, el colon es un adenocarcinoma y el al menos un producto génico miR medido en la muestra de
ensayo se selecciona del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones
de los mismos.

En una realizacién adicional, el al menos un producto génico miR medido en la muestra de ensayo es miR-21.

El nivel de al menos un producto génico miR puede medirse en una muestra biolégica (por ejemplo, células, tejidos)
obtenida del sujeto. Por ejemplo, puede extirparse una muestra tisular (por ejemplo, de un tumor) de un sujeto, que
se sospecha que tiene una enfermedad relacionada con cancer de colon, mediante técnicas de biopsia
convencionales. En otra realizacién, puede extraerse una muestra de sangre del sujeto, y las células sanguineas
(por ejemplo, leucocitos) puede aislarse por extraccion de ADN mediante técnicas convencionales. La muestra de
sangre o de tejido se obtiene preferentemente del sujeto antes de iniciar la radioterapia, quimioterapia u otro
tratamiento terapéutico. Puede obtenerse una muestra tisular o sanguinea de control correspondiente de tejidos del
sujeto no afectado, de un individuo humano normal o de una poblacién de individuos normales, o de células
cultivadas correspondientes con la mayoria de células en la muestra del sujeto. Después, la muestra tisular o
sanguinea de control se procesa junto con la muestra del sujeto, de tal manera que los niveles del producto génico
miR producidos a partir de un gen miR determinado en células de la muestra del sujeto pueden compararse con los
niveles del producto génico miR correspondientes de células de la muestra de control. Como control también puede
usarse un patrén de expresion miR de referencia para la muestra bioldgica.

Una alteracién (por ejemplo, un aumento o disminucién) en el nivel de un producto génico miR en la muestra
obtenida del sujeto, con respecto al nivel de un producto génico miR correspondiente en una muestra control, indica
la presencia de una enfermedad relacionada con cancer de colon en el sujeto.

En una realizacion, el nivel del al menos un producto génico miR en la muestra de ensayo es mayor que el nivel del
producto génico miR correspondiente en la muestra control (es decir, la expresion del producto génico miR esta
“regulada positivamente”). Como se usa en el presente documento, la expresion de un producto génico miR se
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“regula positivamente” cuando la cantidad del producto génico miR en una muestra celular o tisular de un sujeto es
mayor que la cantidad del mismo producto génico en una muestra tisular o celular control.

En otra realizacion, el nivel del al menos un producto génico miR en la muestra de ensayo es menor que el nivel del
producto génico miR correspondiente en la muestra control (es decir, la expresion del producto génico miR esta
“regulada negativamente”). Como se usa en el presente documento, la expresién de un gen miR se ‘“regula
negativamente” cuando la cantidad del producto génico miR producida a partir del gen en una muestra celular o
tisular de un sujeto es menor que la cantidad producida a partir del mismo gen en una muestra tisular o celular
control.

La expresién génica miR relativa en las muestras control y normales puede determinarse con respecto a uno o mas
patrones de expresion de ARN. Los patrones pueden comprender, por ejemplo, un nivel de expresién génico miR de
cero, el nivel de expresion génico miR en una linea celular patrén, el nivel de expresiéon génico miR en tejidos no
afectados del sujeto, o el nivel de expresion génico miR promedio previamente obtenido en una poblacion de
controles humanos normales.

El nivel de un producto génico miR en una muestra puede medirse usando cualquier técnica que sea adecuada para
detectar niveles de expresion de ARN en una muestra biolégica. Las técnicas adecuadas (por ejemplo, analisis de
transferencia de Northern, RT-PCR, hibridacién in situ) para determinar los niveles de expresion de ARN en una
muestra bioloégica (por ejemplo, células, tejidos) son bien conocidas por los expertos en la técnica. En una
realizacién particular, el nivel del al menos un producto génico miR se detecta usando andlisis de transferencia de
Northern. Por ejemplo, puede purificarse ARN celular total de células por homogeneizacion en presencia de tampén
de extraccion de acido nucleico, seguido de centrifugacion. Los acidos nucleicos se precipitan, y el ADN se retira por
tratamiento con DNasa y precipitacién. Después, las moléculas de ARN se separan mediante electroféresis en gel
en geles de agarosa de acuerdo con técnicas convencionales y se transfieren a filtro de nitrocelulosa. Después el
ARN se inmoviliza en los filtros por calentamiento. La deteccién y cuantificacién del ARN especifico se realiza
usando sondas de ADN o ARN, marcadas apropiadamente, que son complementarias al ARN en cuestién. Véase,
por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., eds., 22 edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989, capitulo 7.

Pueden producirse sondas adecuadas para hibridacion de transferencia de Northern de un producto génico miR
determinado a partir de secuencias de acido nucleico e incluyen, pero sin limitacion, sondas que tienen una
complementariedad de al menos aproximadamente el 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o que
tienen una complementariedad completa con un producto génico miR de interés. En Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, J. Sambrook et al., eds., 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, capitulos 10 y 11, se
describen métodos de preparacién de sondas de ARN y ADN marcadas y las condiciones de hibridacién de las
mismas con secuencias de &cido nucleico diana.

En un ejemplo no limitante, la sonda de acido nucleico puede marcarse, por ejemplo, con un radionuclido, tal como
®H, 3P, ¥p, "C 0 *S; con un metal pesado; con un ligando capaz de actuar como un miembro de pares de unién
especificos para un ligando marcado (por ejemplo, biotina, avidina o un anticuerpo); con una molécula fluorescente;
con una molécula quimioluminiscente; con una enzima o similar.

Las sondas pueden marcarse para elevar la actividad especifica por cualquier método de traduccién de corte
enzimatico de Rigby et al. (1977), J. Mol. Biol. 113: 237-251 o por el método de cebado al azar de Fienberg et al.
(1983), Anal. Biochem. 132: 6-13. Este ultimo método es el método de eleccion para sintetizar sondas de alta de
actividad especifica marcadas con **P a partir de ADN monocatenario o de moldes de ARN. Por ejemplo,
reemplazando nucledtidos preexistentes con nucleétidos altamente radiactivos de acuerdo con el método de
traduccion de corte enzimatico, es posible preparar sondas de &cido nucleico marcadas con **P con una buena
actividad especifica superior a 10° rpm/microgramos. Después, puede realizarse deteccion de hibridacion por
autorradiografia exponiendo filiros hibridados a peliculas fotograficas. La exploracién densitométrica de las peliculas
fotogréaficas expuestas a los filtros hibridados proporciona una medicién exacta de niveles de transcriptos génicos
miR. Usando otra estrategia, pueden cuantificarse niveles de transcriptos génicos miR mediante sistemas de
formacion de imagenes informatizados, tal como el Molecular Dynamics 400-B 2D Phosphorimager disponible en
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ.

Cuando el marcaje con radiontclidos de sondas de ADN o ARN no es practico, puede usarse el método de cebado
al azar para incorporar un andlogo, por ejemplo, el analogo dTTP 5-(N-(N-biotinil-épsilon-aminocaproil)-3-
aminoalil)desoxiuridin trifosfato, en la molécula sonda. El oligonucleétido sonda biotinilado puede detectarse
mediante reaccion con proteinas de unién a biotina, tales como avidina, estreptavidina y anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos anti-biotina), acoplados a colorantes fluorescentes o0 a enzimas que producen reacciones con color.

Ademas de las técnicas de Northern vy otras técnicas de hibridacion de ARN, la determinacién de los niveles de
transcritos de ARN puede realizarse usando la técnica de hibridacion in situ. Esta técnica requiere menos células
que la técnica de transferencia de Northern, e implica depositar células enteras en un portaobjetos al microscopio y
explorar el contenido de acido nucleico de la célula con una solucién que contenga sondas de acido nucleico (por
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ejemplo, ADNc o ARN) radioactivo o marcado de otra manera. Esta técnica es particularmente muy adecuada para
analizar muestras de biopsia tisular de sujetos. La realizacion practica de la técnica de hibridacion in situ se describe
con mas detalle en la Patente de Estados Unidos N® 5.427.916.

En un ejemplo no limitante, las sondas que son adecuadas para realizar la hibridacion in situ de un producto génico
miR determinado puede producirse a partir de las secuencias de &cido nucleico, e incluyen, pero sin limitacion,
sondas que tiene una complementariedad de al menos aproximadamente el 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
98 %, 99 % o una complementariedad completa con un producto génico miR de interés, como se ha descrito
anteriormente.

El numero relativo de transcritos génicos miR en células también puede determinarse por transcripcion inversa de
transcriptos génicos miR, seguido de amplificacion de los transcriptos cuya transcripcién inversa se realiza mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Los niveles de transcriptos génicos miR pueden cuantificarse en
comparacién con un patrén interno, por ejemplo, el nivel de ARNm de un gen “constitutivo” presente en la misma
muestra. Un gen “constitutivo” adecuado para su uso como un patrén interno incluye, por ejemplo, miosina o
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH). Los expertos en la técnica conocen bien métodos para realizar
RT-PCR cuantitativa y semicuantitativa y variaciones de las mismas.

En algunos casos, puede ser deseable determinar simultdneamente el nivel de expresion de una pluralidad de
diferentes productos génicos miR en una muestra. En otros casos, puede ser deseable determinar el nivel de
expresion de los transcritos de todos los genes miR conocidos correlacionados con un cancer. La evaluacién de los
niveles de expresion especificos de cancer de cientos de genes o productos génicos miR es lenta y requiere una
gran cantidad de ARN total (por ejemplo, al menos 20 ug para cada transferencia de Northern) y técnicas de
autorradiografia que requieren isétopos radioactivos.

Para superar estas limitaciones, puede construirse una oligobiblioteca, en formato microplaca (es decir, una
micromatriz) que contenga un conjunto de sondas oligonucleotidicas (por ejemplo, oligodesoxinucleotidos) que son
especificas para un conjunto de genes miR. Utilizando dicha micromatriz, el nivel de expresion de los microARN
multiples en una muestra biolégica puede determinarse por transcripcion inversa de los ARN para generar un
conjunto de oligodesoxinucleétidos diana, e hibridarlos para explorar los oligonucleétidos en la micromatriz para
generar un perfil de hibridacién, o de expresién. Después, el perfil de hibridacién de la muestra de ensayo puede
compararse con el de una muestra control para determinar cuales son los microARN que tiene un nivel de expresién
alterado en células de cancer sélido.

Como se usa en el presente documento, “oligonucleétido sonda” u “oligodesoxinucleétido sonda” se refiere a un
oligonucledtido que puede hibridarse con un oligonucledtido diana. ElI “oligonucleétido diana” u
“oligodesoxinucledtido diana” se refiere a una molécula a detectar (por ejemplo, mediante hibridacion). Las
expresiones “oligonucleotido sonda especifico de miR” u “oligonucleétido sonda especifico para un miR” significan
un oligonucleétido sonda que tiene una secuencia seleccionada para hibridarse con un producto génico miR
especifico o con un trascrito inverso del producto génico miR especifico.

Un “perfil de expresion” o “perfil de hibridacién” de una muestra particular es esencialmente una identificacion
genética del estado de la muestra; aunque dos estados pueden tener cualquier similitud genética particular
expresada, la evaluacién de diversos genes simultaneamente permite la generacién de un perfil de expresion génico
que es exclusivo del estado de la célula. Es decir, puede diferenciarse tejido normal de tejido canceroso (por
ejemplo, tumoral), y dentro del tejido canceroso, pueden determinarse diferentes estados de prondstico (por ejemplo,
perspectivas de supervivencia, buena o mala, a largo plazo). Comparando los perfiles de expresiéon del tejido de
cancer de colon en diferentes estados, se obtiene informacién con respecto a que genes son importantes
(incluyendo regulacion positiva y negativa de genes) en cada uno de estos estados. La identificacion de secuencias
que se expresan diferencialmente en tejido de cancer de colon, asi como la expresién diferencial resultante en
diferentes resultados de prondstico, permite el uso de esta informacién de diversas maneras.

En un ejemplo no limitante, puede evaluarse un régimen de tratamiento particular (por ejemplo, para determinar si un
farmaco quimioterapéutico actia mejorando el prondstico a largo plazo en un paciente particular). De manera
similar, pueden realizarse o confirmarse diagnésticos comparando muestras de pacientes con perfiles de expresion
conocidos. Ademas, estos perfiles de expresion génica (o genes individuales) permiten explorar candidatos
farmacolégicos que supriman el perfil de expresién de cancer de colon o trasformen un perfil de mal pronéstico en
un perfil de mejor prondstico.

Por consiguiente, en el presente documento también se proporcionan métodos de diagnéstico para determinar si un
sujeto tiene, o esta en riesgo de desarrollar, un cancer de colon, que comprende realizar la transcripcién inversa del
ARN de una muestra de ensayo obtenida del sujeto para proporcionar un conjunto de oligodesoxinucleétidos diana,
hibridar los oligodesoxinucleotidos diana en una micromatriz que comprenda oligonucleétidos sonda especificos de
miARN para proporcionar un perfil de hibridacion para la muestra de ensayo y comparar el perfil de hibridacién de la
muestra de ensayo con un perfil de hibridacion generado a partir de una muestra control o patrén de referencia, en el
que una alteracion en la sefial de al menos un miARN indica que el sujeto tiene, o que esta en riesgo de desarrollar,

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2434090 T3

un cancer sélido.

En una realizacion, la micromatriz comprende oligonucleétidos sonda especificos de miARN para una parte
sustancial de todos los miARN humanos conocidos. En una realizacion particular, la micromatriz comprende
oligonucledtidos sonda especificos de miARN para uno o mas miARN seleccionados del grupo que consiste en
miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos.

La micromatriz puede prepararse a partir de sondas de oligonucleétidos especificas de genes generados a partir de
secuencias de miARN conocidas. La matriz puede contener dos sondas de oligonucleétidos diferentes para cada
miARN, una que contenga la secuencia madura activa y la otra siendo especifica para el precursor del miARN. La
matriz también puede contener controles, tales como una o mas secuencias de raton que se diferencian de los
ortélogos humanos solo en algunas bases, que pueden actuar como controles en condiciones de hibridacion
rigurosas. Los ARNt u otros ARN (por ejemplo ARNr, los ARNm) de ambas especies también pueden imprimirse
sobre la microplaca, proporcionando un control interno, positivo, relativamente estable para la hibridacion especifica.
También pueden incluirse en la microplaca uno o mas controles apropiados para la hibridacion no especifica. Para
esta finalidad, se seleccionan secuencias basandose en la ausencia de cualquier homologia con cualquiera de los
miARN conocidos.

La micromatriz puede fabricarse usando técnicas conocidas en el campo técnico. Por ejemplo, los oligonucleétidos
sonda de una longitud apropiada, por ejemplo, 40 nucleétidos, estan modificados en 5’ en la posicion C6 e impresos
usando sistemas de micromatriz a la venta en el mercado, por ejemplo, los portaobjetos 100 Microarrayer de
GeneMachine OmniGrid™ y Amersham CodelLink™ activados. El oligémero de ADNc marcado correspondiente a
los ARN diana se preparan realizando la transcripcion inversa del ARN diana con un cebador marcado. Después de
la sintesis de la primera cadena, los hibridos de ARN/ADN se desnaturalizan para degradar los moldes de ARN. Los
ADNc diana marcados preparados de esta manera se hibridan después en la microplaca de micromatriz en
condiciones de hibridacién rigurosas, por ejemplo, 6X SSPE/ formamida al 30 % a 25 °C durante 18 horas, seguido
de lavado en 0,75X TNT (Tris HCI/NaCl/Tween 20) a 37 °C durante 40 minutos. La hibridaciéon se produce en
posiciones sobre la matriz en las que el ADN sonda inmovilizado reconoce un ADNc diana complementario en la
muestra. EIl ADNc diana marcado marca la posicion exacta sobre la matriz en la que se produce la unién, lo que
permite realizar automaticamente la deteccion y la cuantificacién. El resultado consiste en un listado de
acontecimientos de hibridacion que indican la abundancia relativa de secuencias de ADNc especificas y por lo tanto
la abundancia relativa de los miR complementarios correspondientes en la muestra del paciente.

De acuerdo con una realizacion, el oligomero de ADNc marcado es un ADNc marcado con biotina, preparado a partir
de un cebador marcado con biotina. La micromatriz se procesa después mediante deteccién directa de los
transcritos que contienen biotina usando, por ejemplo, el conjugado Estreptavidina-Alexa647, y se explora utilizando
métodos de exploracién convencionales. Las intensidades de formacién de imagenes de cada mancha sobre la
matriz son proporcionales a la abundancia de miR correspondiente en la muestra del paciente.

El uso de la matriz tiene diversas ventajas para la deteccion de la expresion de miARN. En primer lugar, la expresion
global de varios cientos de genes puede identificarse en la misma muestra en un momento. En segundo lugar, a
través de un disefio cuidadoso de las sondas de oligonucleétidos, puede identificarse la expresién de moléculas
tanto precursoras como maduras. En tercer lugar, en comparacion con los analisis de transferencia de Northern, la
microplaca requiere una pequefia cantidad de ARN y proporciona resultados reproducibles usando 2,5 ng de ARN
total. El nimero relativamente limitado de los miARN (algunos cientos por especie) permite la construccion de una
micromatriz comdn para diversas especies, con distintas sondas de oligonucleétidos para cada una. Dicha
herramienta permite realizar el analisis de expresién de especies trans de cada miR conocido en diversas
condiciones.

Ademas del uso para ensayos de nivel de expresion cuantitativa de los miR especificos, una microplaca que
contiene oligonucleétidos sonda especificos de miARN correspondientes a una parte sustancial del miRNoma,
preferentemente puede emplearse todo el miRNoma para realizar el perfil de expresion del gen miR, para analisis de
modelos de expresion miR. Distintas firmas miR pueden asociarse con marcadores de enfermedades establecidas, o
directamente con una patologia.

De acuerdo con los métodos de realizacion de perfiles de expresién descritos en el presente documento, se realiza
de manera cuantitativa la transcripcion inversa del ARN total de una muestra de un sujeto que se sospecha que
tiene una enfermedad relacionada con cancer de colon para proporcionar un conjunto de oligodesoxinucleétidos
diana marcados complementarios al ARN en la muestra. Los oligodesoxinucleétidos diana se hibridan después en
una micromatriz que comprende oligonucleé6tidos sonda especificos de miARN para proporcionar un perfil de
hibridacion para la muestra. El resultado es un perfil de hibridaciéon para la muestra que representa el modelo de
expresion del miARN en la muestra. El perfil de hibridacién comprende la sehal de la union de los
oligodesoxinucledtidos diana de la muestra con los oligonucleétidos sonda especificos de miARN en la micromatriz.
El perfil puede registrarse como la presencia o ausencia de unién (sefal frente a sefal cero).

Mas preferentemente, el perfil registrado incluye la intensidad de la sefal de cada hibridacién. El perfil se compara
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con el perfil de hibridacién generado de una muestra control, normal, es decir, no cancerosa. Una alteracién en la
sefal indica la presencia de, o la predisposicién a desarrollar, cancer en el sujeto.

Dentro de la experiencia en la técnica también hay otras técnicas para medir la expresién génica miR e incluyen
diversas técnicas para medir tasas de transcripcién y degradacion de ARN.

En el presente documento también se proporcionan métodos para determinar el prondstico de un sujeto con un
cancer de colon, que comprende medir el nivel de al menos un producto génico miR, que esta asociado con un
prondstico particular en una enfermedad relacionada con cancer de colon (por ejemplo, un pronéstico bueno o
positivo, un prondstico malo o adverso), en una muestra de ensayo del sujeto.

De acuerdo con estos métodos, una alteracion en el nivel de un producto génico miR que esta asociada con un
prondstico particular en la muestra de ensayo, en comparacion con el nivel de un producto génico miR
correspondiente a una muestra control, indica que el sujeto tiene un cancer sélido con un prondstico particular. En
una realizacion, el producto génico miR esta asociado con un pronéstico adverso (es decir, malo). Como ejemplos
de un prondstico adverso se incluyen, pero sin limitacion, baja tasa de supervivencia y rapida progresion de la
enfermedad. En determinadas realizaciones, el nivel de al menos un producto génico miR se mide por transcripcion
inversa del ARN a partir de una muestra de ensayo obtenida del sujeto para proporcionar un conjunto de
oligodesoxinuclettidos diana, hibridar los oligodesoxinucleétidos diana en una micromatriz que comprenda
oligonucleotidos sonda especificos de miARN para proporcionar un perfil de hibridacién para la muestra de ensayo y
comparar el perfil de hibridacion de la muestra de ensayo con un perfil de hibridacion generado a partir de una
muestra control.

Sin el deseo de limitarse a ninguna teoria, se cree que las alteraciones en el nivel de uno o mas productos génicos
miR en las células pueden dar como resultado la desregulacién de una o mas dianas deseadas para estos miR, lo
que puede conducir a la formacién de canceres sélidos. Por lo tanto, alterando el nivel del producto génico miR (por
ejemplo, disminuyendo el nivel de un producto génico miR que esta regulado positivamente en células cancerosas
solidas, aumentando el nivel de un producto génico miR que esta regulado negativamente en células cancerosas
solidas) puede tratarse satisfactoriamente el cancer sélido.

Por consiguiente, adicionalmente en el presente documento se proporcionan métodos de inhibicion de tumorigénesis
en un sujeto que tiene, o se sospecha que tiene, un cancer sélido en el que al menos un producto génico miR esta
desregulado (por ejemplo, regulado negativamente, regulado positivamente) en las células cancerosas del sujeto.
Cuando el al menos un producto génico miR aislado esta regulado negativamente en las células cancerosas (por
ejemplo, miR-21), el método comprende administrar una cantidad eficaz de al menos un producto génico miR
aislado, o una variante aislada o un fragmento biol6gicamente activo de los mismos, de tal manera que se inhiba la
proliferacién de las células cancerosas en el sujeto.

Por ejemplo, cuando un producto génico miR esta regulado negativamente en una célula cancerosa en un sujeto,
administrando una cantidad eficaz de un producto génico miR aislado al sujeto puede inhibirse la proliferacién de la
célula cancerosa. El producto génico miR aislado que se administra al sujeto puede ser idéntico al producto génico
miR de tipo silvestre enddgeno (por ejemplo, producto génico miR) que esta regulado negativamente en la célula
cancerosa o puede ser una variante o un fragmento biol6gicamente activo de la misma.

Como se define en el presente documento, una “variante” de un producto génico miR se refiere a un miARN que
tiene una identidad menor del 100 % con un producto génico miR natural de tipo silvestre correspondiente y que
posee una o mas actividades biolégicas del producto génico miR de tipo silvestre correspondiente. Como ejemplos
de dichas actividades biolégicas se incluyen, pero sin limitacién, la inhibicion de la expresion de una molécula de
ARN diana (por ejemplo, inhibiendo la traduccién de una molécula de ARN diana, modulando la estabilidad de una
molécula de ARN diana, inhibiendo el procesamiento de una molécula de ARN diana) y la inhibicién de un proceso
celular asociado con céncer sdlido (por ejemplo, diferenciacion celular, crecimiento celular, muerte celular). Estas
variantes incluyen variantes de especies y variantes que son la consecuencia de una o mas mutaciones (por
ejemplo, una sustitucion, una delecién, una insercion) en un gen miR. En determinadas realizaciones, la variante
tiene una identidad de al menos aproximadamente el 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % con un
producto génico de tipo silvestre correspondiente.

Como se define en el presente documento, un “fragmento biolégicamente activo” de un producto génico miR se
refiere a un fragmento de ARN de un producto génico miR que posee una o mas actividades bioldgicas de un
producto génico miR de tipo silvestre correspondiente. Como se ha descrito anteriormente, como ejemplos de dichas
actividades bioldgicas se incluyen, pero sin limitacion, inhibicién de expresion de una molécula de ARN diana e
inhibicién de un proceso celular asociado con un cancer de colon. En determinadas realizaciones, el fragmento
biolégicamente activo tiene una longitud de al menos aproximadamente 5, 7, 10, 12, 15 o 17 nucleétidos. En una
realizacién particular, un producto génico miR aislado puede administrarse a un sujeto en combinacién con uno o
mas tratamientos anticancerosos adicionales. Como tratamientos anticancerosos adecuados se incluyen, pero sin
limitacion, quimioterapia, radioterapia y sus combinaciones (por ejemplo quimiorradiacion).
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Cuando el al menos un producto génico miR aislado estd regulado positivamente en las células cancerosas, el
método comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto para inhibir la expresién de
el al menos un producto génico miR, denominado en el presente documento compuesto de inhibicién de expresion
de gen miR, de tal manera que de inhiba la proliferacion de las células del cancer solido. En una realizacién
particular, el al menos un compuesto de inhibicion de expresiéon miR es especifico para un producto génico miR
seleccionado del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los
mismos.

Un compuesto inhibidor de expresion del gen miR puede administrarse a un sujeto en combinacién con uno o0 mas
tratamientos anticancerosos adicionales. Como tratamientos anticancerosos adecuados se incluyen, pero sin
limitacion, quimioterapia, radioterapia y sus combinaciones (por ejemplo, quimiorradiacion).

Las expresiones “tratar”, “tratando” y “tratamiento”, como se usan en el presente documento, se refieren a mejorar
sintomas asociados con una enfermedad o afeccion, por ejemplo, un cancer sélido, incluyendo la prevencion o
retraso de la aparicién de los sintomas de la enfermedad y/o la disminucion de la gravedad o frecuencia de los
sintomas de la enfermedad o afeccion. Los términos "sujeto”, "paciente" e "individuo" se definen en el presente
documento para incluir animales, tales como mamiferos, incluyendo, pero sin limitacién, primates, vacas, ovejas,
cabras, caballos, perros, gatos, conejos, cobayas, ratas, ratones u otras especies de animales bovinos, ovinos,
equinos, caninos, felinos, roedores o murinos. En una realizacién preferida el animal es un ser humano.

Como se usa en el presente documento, una “cantidad eficaz” es de un producto génico miR aislado es una cantidad
suficiente para inhibir la proliferacién de una célula cancerosa en un sujeto que padece un cancer solido. Un experto
en la técnica puede determinar facilmente una cantidad eficaz de un producto génico miR para administrar a un
sujeto determinado, teniendo en cuenta factores tales como, la altura y el peso del sujeto, el grado de introduccién
de la enfermedad; la edad, salud y sexo del sujeto; la via de administracion; y si la administracion es regional o
sistémica.

Por ejemplo, una cantidad eficaz de un producto génico miR aislado puede basarse en el peso aproximado de una
masa tumoral a tratar. El peso aproximado de una masa tumoral puede determinarse calculando el volumen de la
masa apropiado, en el que un centimetro cubico de volumen es casi equivalente un gramo. Una cantidad eficaz del
producto génico miR aislado, basandose en el peso de una masa tumoral, puede estar en el intervalo de
aproximadamente 10-500 microgramos/gramo de masa tumoral. En determinadas realizaciones, la masa tumoral
puede ser de al menos aproximadamente 10 microgramos/gramo de masa tumoral, al menos aproximadamente 60
microgramos/gramo de masa tumoral o al menos aproximadamente 100 microgramos/gramo de masa tumoral.

Una cantidad eficaz de un producto génico miR aislado también puede basarse en el peso corporal aproximado o
estimado de un sujeto que vaya a tratarse. Preferentemente, dichas cantidades eficaces se administran por via
parenteral o enteral, como se describe en el presente documento. Por ejemplo, una cantidad eficaz del producto
génico miR aislado administrada a un sujeto puede variar de aproximadamente 5 a aproximadamente 3000
microgramos/kg de peso corporal, de aproximadamente 700-1000 microgramos/kg de peso corporal o mayor de
aproximadamente 1000 microgramos/kg de peso corporal.

Un experto en la técnica también puede determinar facilmente un régimen de dosificacion apropiado para la
determinacion de un producto génico miR aislado a un sujeto determinado. Por ejemplo, un producto génico miR
puede administrarse al sujeto una vez (por ejemplo, como una sola inyecciéon o deposicién). Como alternativa, un
producto génico miR puede administrarse una vez o dos veces al dia a un sujeto durante un periodo de
aproximadamente tres a aproximadamente veinticuatro dias, mas particularmente de aproximadamente siete a
aproximadamente diez dias. En un régimen de dosificacion particular, un producto génico miR se administra una vez
al dia durante siete dias. Cuando un régimen de dosificacion comprende administraciones multiples, se entiende que
la cantidad eficaz del producto génico miR administrada al sujeto puede comprender la cantidad total del producto
génico administrada durante todo el régimen de dosificacion.

Como se usa en el presente documento, un producto génico miR “aislado” es uno que se sintetiza, o se altera o se
extrae del estado natural mediante intervencién humana. Por ejemplo, un producto génico miR sintético, o un
producto génico miR parcial o completamente separado de los materiales coexistentes de su estado natural, se
considera que esta "aislado". Un producto génico miR aislado puede existir en forma sustancialmente pura, o puede
existir en una célula en la que se ha administrado el producto génico miR. Por tanto, un producto génico miR que se
administra deliberadamente a, o se expresa en, una célula se considera un producto génico miR "aislado". Un
producto génico miR producido dentro de una célula a partir de una molécula precursora miR también se considera
que es una molécula "aislada". De acuerdo con una realizaciéon particular, los productos génicos miR aislados
descritos en el presente documento pueden usarse para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un
cancer solido en un sujeto (por ejemplo, un ser humano).

Los productos génicos miR aislados pueden obtenerse usando diversas técnicas convencionales. Por ejemplo, los

productos génicos miR pueden sintetizarse quimicamente o producirse de modo recombinante usando métodos
conocidos en la técnica. En una realizacion, los productos génicos miR se sintetizan quimicamente usando
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fosforamiditas de ribonucledsido apropiadamente protegidas y un sintetizador de ADN/ARN convencional. Como
proveedores comerciales de moléculas de ARN sintéticas o de reactivos de sintesis se incluyen, por ejemplo, Proligo
(Hamburg, Alemania), Dharmacon Research (Lafayette, CO, U.S.A.), Pierce Chemical (parte de Perbio Science,
Rockford, IL, U.S.A.), Glen Research (Sterling, VA, U.S.A.), ChemGenes (Ashland, MA, U.S.A.) y Cruachem
(Glasgow, RU).

Como alternativa, los productos génicos miR pueden expresarse a partir de plasmidos de ADN circular o lineal
recombinante usando cualquier promotor adecuado. Como promotores adecuados para expresar ARN a partir de un
plasmido se incluyen, por ejemplo las secuencias promotoras de U6 o de H1 ARN pol Ill, o los promotores de
citomegalovirus. La seleccidén de otros promotores adecuados esté incluida en la especialidad en la técnica. Los
plasmidos recombinantes también pueden comprender promotores inducibles o regulables para la expresion de los
productos génicos miR en células cancerosas.

Los productos génicos miR que se expresan a partir de plasmidos recombinantes pueden aislarse de sistemas de
expresion de células cultivadas mediante técnicas convencionales. Los productos génicos miR que se expresan a
partir de plasmidos recombinantes también pueden administrarse a, y expresarse directamente en, las células
cancerosas. El uso de plasmidos recombinantes para administrar los productos génicos miR a células cancerosas se
comenta més adelante con mas detalle.

Los productos génicos miR pueden expresarse a partir de un plasmido recombinante distinto, o pueden expresarse a
partir del mismo plasmido recombinante. En una realizacién, los productos génicos miR se expresan como
moléculas precursoras de ARN a partir de un solo plasmido, y las moléculas precursoras se procesan en el producto
génico miR funcional mediante un sistema de procesamiento adecuado, incluyendo, pero sin limitacién, sistemas de
procesamiento existentes dentro de una célula cancerosa. Otros sistemas de procesamiento adecuados incluyen,
por ejemplo, el sistema de lisado celular de Drosophila in vitro (como se describe, por ejemplo, en la Solicitud de
Patente de Estados Unidos Publicada N° 2002/0086356 de Tuschl et al.,) y el sistema RNAsa Ill de E. coli (como se
describe, por ejemplo, en la Solicitud de Patente de Estados Unidos Publicada N° 2004/0014113 de Yang et al.,).

La seleccién adecuada de plasmidos para expresar los productos génicos miR, los métodos para insertar
secuencias de acido nucleico en el plasmido para expresar los productos génicos y los métodos para administrar el
plasmido recombinante a las células de interés se incluyen en la especialidad de la técnica, véase, por ejemplo,
Zeng et al. (2002), Molecular Cell 9: 1327-1333; Tuschl (2002), Nat. Biotechnol, 20: 446-448; Brummelkamp et al.
(2002), Science 296: 550-553; Miyagishi et al. (2002), Nat. Biotechnol. 20: 497-500; Paddison et al. (2002), Genes
Dev. 16: 948-958; Lee et al. (2002), Nat. Biotechnol, 20: 500-505; y Paul et al. (2002), Nat. Biotechnol. 20: 505-508.

En una realizacion, un plasmido que expresa los productos génicos miR comprende una secuencia que codifica un
ARN precursor miR bajo el control del promotor temprano intermedio del CMV. Como se usa en el presente
documento, “bajo el control” de un promotor significa que las secuencias de acido nucleico que codifican el producto
génico miR se localizan en direccion 3’ del promotor, de manera que el promotor pueda iniciar la transcripcion de las
secuencias codificantes del producto génico miR.

Los productos génicos miR también pueden expresarse a partir de vectores virales recombinantes. Se contempla
que los productos génicos miR pueden expresarse a partir de dos vectores virales recombinantes distintos, o a partir
del mismo vector viral. El ARN expresado a partir de los vectores virales recombinantes puede aislarse de sistemas
de expresion celular cultivados mediante técnicas convencionales, o puede expresarse directamente en células
cancerosas. El uso de vectores virales recombinantes para administrar a los productos génicos miR a células
cancerosas se comenta mas adelante con mas detalle.

Los vectores virales recombinantes comprenden secuencias que codifican los productos génicos miR y cualquier
promotor adecuado para expresar las secuencias de ARN. Como promotores adecuados se incluyen, pero sin
limitacion, las secuencias promotoras de U6 o de H1 ARN pol Ill, o los promotores de citomegalovirus. La seleccion
de otros promotores adecuados se incluye en la especialidad en la técnica. Los vectores virales recombinantes de la
invencion también pueden comprender promotores inducibles o regulables para la expresion de los productos
génicos miR en una célula cancerosa.

Puede usarse cualquier vector viral capaz de aceptar las secuencias codificantes para los productos génicos miR,
por ejemplo, vectores derivados de adenovirus (AV); virus adenoasociados (AAV); retrovirus (por ejemplo, lentivirus
(LV), Rabdovirus, virus de la leucemia murina); herpes virus y similares. El tropismo de los vectores virales puede
modificarse pseudotipificando los vectores con proteinas de envoltura u otros antigenos de superficie de otros virus,
o sustituyendo proteinas capsidiales virales diferentes, segun sea apropiado.

Por ejemplo, pueden pseudotipificarse vectores lentivirales con proteinas de superficie del virus de la estomatitis
vesicular (VEV), virus de la rabia, Ebola, Mokola y similares. Pueden fabricarse vectores de AAV para dirigirse
células diferentes modificando genéticamente los vectores para expresar serotipos de proteinas capsidiales
diferentes. Por ejemplo, un vector de AAV que expresa una capside de serotipo 2 en un genoma de serotipo 2 se
denomina AAV 2/2. Este gen capsidial de serotipo 2 en el vector AAV 2/2 puede reemplazarse por un gen capsidial
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de serotipo 5 para producir un vector AAV 2/5. Las técnicas para construir vectores de AAV que expresen diferentes
serotipos de proteinas capsidiales se encuentran dentro de la habilidad en la técnica; véase, por ejemplo Rabinowitz,
J. E., etal. (2002), J. Virol. 76: 791-801.

La seleccién de vectores virales recombinantes adecuados para su uso en la invencién, métodos para insertar
secuencias de acido nucleico para expresar ARN en el vector, métodos para administrar el vector viral a las células
de interés y recuperar los productos de ARN expresados se encuentran dentro de habilidad en la técnica. Véase, por
ejemplo, Dornburg (1995), Gene Therapy 2: 301-310; Eglitis (1988), Biotechniques 6: 608-614; Miller (1990), Hum.
Gene Therapy 1: 5-14; y Anderson (1998), Nature 392: 25-30.

Los vectores virales adecuados particularmente son aquellos derivados de AV y AAV. Un vector de AV adecuado
para expresar los productos génicos miR, un método para construir el vector AV recombinante y un método para
administrar el vector en células diana, se describen en Xia et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010. Los vectores
de AAV adecuados para expresar los productos génicos miR, métodos para construir el vector AAV recombinante y
métodos para administrar a los vectores en células diana se describen en Samulski et al. (1987), J. Virol. 61: 3096-
3101; Fisher et al. (1996), J. Virol., 70: 520-532; Samulski et al. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826; Patente de Estados
Unidos N2 5.252.479; Patente de Estados Unidos N2 5.139.941; Solicitud de Patente Internacional N2 WO 94/13788;
y Solicitud de Patente Internacional N® WO 93/24641. En una realizacion, los productos génicos miR se expresan a
partir de un solo vector AAV recombinante que comprende el promotor temprano intermedio del CMV.

En una realizacion determinada, un vector viral AAV recombinante comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica un ARN precursor de miR unido operativamente a una secuencia de terminacién poliT bajo el control de un
promotor de ARN U6 humano. Como se usa en el presente documento, “unido operativamente a una secuencia de
terminacion poliT” significa que las secuencias de &acido nucleico que codifican las cadenas en sentido o antisentido
estan inmediatamente adyacentes a la sefial de terminacién poliT en la direcciéon 5°. Durante la transcripcion de las
secuencias miR a partir del vector, las sefales de terminacion poliT actdan para terminar la transcripcién.

En otras realizaciones de los métodos de tratamiento, al sujeto puede administrarse una cantidad eficaz de al menos
un compuesto que inhiba la expresién de miR. Como se usa en el presente documento, “inhibir la expresiéon de miR"
significa que la produccion de la forma precursora y/o madura, activa, del producto génico miR después del
tratamiento es menor que la cantidad producida antes del tratamiento. Un experto en la técnica puede determinar
facilmente si la expresién de miR se ha inhibido en una célula cancerosa, usando, por ejemplo, las técnicas para
determinar el nivel de transcritos de miR descrito anteriormente para el método diagndstico. La inhibicion puede
producirse a nivel de expresion génica (es decir, inhibiendo la transcripcion de un gen miR que codifica el producto
génico miR) o a nivel de procesamiento (por ejemplo, inhibiendo el procesamiento de un precursor miR en un miR
maduro, activo).

Como se usa en el presente documento, una “cantidad eficaz” de un compuesto que inhibe la expresion de miR es
una cantidad suficiente para inhibir la proliferacién de una célula cancerosa en un sujeto que padece un cancer (por
ejemplo, un cancer de colon). Un experto en la técnica puede determinar facilmente una cantidad eficaz de un
compuesto de inhibicién de la expresion de miR a administrar a un sujeto determinado, teniendo en cuenta factores
tales como la edad y la altura peso del sujeto; el grado de introduccién de la enfermedad; la edad, salud y sexo del
sujeto; la via de administracion; y si la administracion es regional o sistémica.

Por ejemplo, una cantidad eficaz del compuesto de inhibicién de expresion puede basarse en el peso aproximado de
una masa tumoral a tratar, como se describe en el presente documento. Una cantidad eficaz de un compuesto que
inhibe la expresién de miR también puede basarse en el peso corporal aproximado o estimado de un sujeto a tratar,
como se describe en el presente documento.

Un experto en la técnica también puede determinar facilmente un régimen de dosificacién apropiado para
administrar a un sujeto determinado un compuesto que inhiba la expresion de miR.

Como compuestos adecuados para inhibir la expresién génica de miR se incluyen ARN bicatenario (tal como ARN
de interferencia corto o pequefio o “ARNip”), acidos nucleicos antisentido y moléculas de ARN enzimaticas, tales
como ribozimas. Cada uno de estos compuestos pueden dirigirse a un producto génico miR determinado e interferir
con la expresion del (por ejemplo, inhibir la traduccion del, inducir la escision o destruccion del) producto génico miR
diana.

Por ejemplo, la expresion de un gen miR determinado puede inhibirse induciendo ARN de interferencia del gen miR
con una molécula de ARN bicatenaria (“ARNbc”) aislada que tiene una homologia de secuencia de al menos el 90
%, por ejemplo al menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %, con al menos una parte del
producto génico miR. En una realizaciéon particular, la molécula de ARNbc es un “ARN de interferencia corto o
pequefo” o “ARNip”.

Los ARNip utiles en los métodos de la presente invencion comprenden ARN bicatenario corto con una longitud de
aproximadamente 17 a aproximadamente 29 nucleétidos, preferentemente de aproximadamente 19 a
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aproximadamente 25 nucleétidos. EI ARNip comprende una cadena de ARN en sentido y una cadena de ARN
antisentido complementaria, hibridadas entre si mediante interacciones de emparejamientos de bases de Watson y
Crick convencionales (en lo sucesivo en el presente documento “emparejamiento de bases”). La cadena en sentido
comprende una secuencia de &cido nucleico que es sustancialmente idéntica a una secuencia de acido nucleico
contenida dentro del producto génico miR diana.

Como se usa en el presente documento, una secuencia de acido nucleico en un ARNip que es “sustancialmente
idéntica” a una secuencia diana contenida dentro del ARNm diana es una secuencia de acido nucleico que es
idéntica a la secuencia diana, o que difiere de la secuencia diana en uno o dos nucle6tidos. Las cadenas en sentido
y antisentido del miARN pueden comprender dos moléculas de ARN monocatenarias, complementarias, o pueden
comprender una sola molécula en la que dos partes complementarias tienen bases emparejadas y estan unidas
covalentemente por una zona en “horquilla” monocatenaria.

El ARNip también puede ser ARN alterado que se diferencia del ARN de origen natural por la adicién, delecion,
sustitucion y/o alteracién de uno o méas nucleétidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adicion de material no
nucleotidico, tal como en la terminacion(s) del ARNip o en uno o mas nucledtidos internos del ARNip, o
modificaciones que hacen que el ARNip sea resistente a digestion por nucleasas, o la sustitucion de uno o mas
nucleétidos en el ARNip con desoxirribonucleétidos.

Una o las dos cadenas del ARNip también puede comprender un saliente en posicion 3. Como se usa en el
presente documento, un “saliente en posicién 3" se refiere a al menos un nucleétido no emparejado que se extiende
desde el extremo 3’ de una cadena de ARN que forma un duplex. Por tanto, en determinadas realizaciones, el
ARNip comprende al menos un saliente en posicion 3 de 1 a 6 nucleétidos (que incluye ribonucleétidos o
desoxirribonucleétidos) de longitud, de 1 a aproximadamente 5 nucleétidos de longitud, de 1 a aproximadamente 4
nucleétidos de longitud, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 nucleétidos de longitud. En una realizacion
particular, el saliente en posicién 3’ esta presente en ambas cadenas del ARNip y tiene una longitud de 2
nucleétidos. Por ejemplo, cada cadena del ARNip puede comprender salientes en posicién 3’ de acido ditimidilico
(“TT”) o &cido diuridilico (“uu”).

El ARNip puede producirse quimica o biolégicamente, o puede expresarse a partir de un vector plasmido o viral
recombinante, como se describe anteriormente para los productos génicos miR aislados. Métodos ejemplares de
produccion y ensayo de moléculas de ARNbc o ARNip se describen en la Solicitud de Patente de Estados Unidos
Publicada N? 2002/0173478 de Gewirtz y en la Solicitud de Patente de Estados Unidos Publicada N® 2004/0018176
de Reich et al..

La expresién de un gen miR determinado también puede inhibirse mediante un acido nucleico antisentido. Como se
usa en el presente documento, un “acido nucleico antisentido” se refiere a una molécula de acido nucleico que se
une al ARN diana mediante interacciones de tipo ARN-ARN, ARN-ADN o ARN-&cido nucleico peptidico, que alteran
la actividad del ARN diana. Los acidos nucleicos antisentido adecuados para su uso en los métodos de la presente
invencion son acidos nucleicos monocatenarios (por ejemplo, ARN, ADN, quimeras de ARN-ADN, acido nucleico
peptidico (ANP)) que generalmente comprenden una secuencia de acido nucleico complementaria a una secuencia
de é&cido nucleico contigua en un producto génico miR. El acido nucleico antisentido puede comprender una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos una complementariedad del 50-100 %, 75-100 % o 95-100 % con
una secuencia de acido nucleico contigua en un producto génico miR.

Sin el deseo de limitarse a ninguna teoria, se cree que los acidos nucleico antisentido activan la RNasa H u otra
nucleasa celular que digiere duplex producto génico miR/acido nucleico antisentido.

Los &cidos nucleicos antisentido también pueden contener modificaciones en el esqueleto del acido nucleico o en los
restos glucidicos y bases (0 sus equivalentes) para mejorar la especificidad diana, la resistencia a nucleasas, la
administracion y otras propiedades relacionadas con la eficacia de la molécula. Dichas modificaciones incluyen
restos de colesterol, intercaladores duplex, tales como acrilina, 0 uno 0 mas grupos resistentes a nucleasas.

Los acidos nucleicos antisentido pueden producirse quimica o biolégicamente, o pueden expresarse a partir de un
vector plasmidico o viral recombinante, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos miR aislados.
Los métodos ejemplares de produccion y ensayo se incluyen en la experiencia en la técnica; véase, por ejemplo,
Stein y Cheng (1993), Science 261: 1004 y en la Patente de Estados Unidos N° 5.849.902 de Woolf et al.

Un &cido nucleico enzimatico también puede inhibir la expresién de un gen miR determinado. Como se usa en el
presente documento, un “acido nucleico enzimatico” se refiere a un acido nucleico que comprende una region de
unién a sustrato que es complementaria a una secuencia de acido nucleico contigua de un producto génico miR, y
que puede escindir especificamente el producto génico miR. La region de union a sustrato del acido nucleico
enzimatico puede tener una complementariedad de, por ejemplo, el 50-100 %, 75-100 % o 95-100 %, con una
secuencia de acido nucleico contigua en un producto génico miR. Los acidos nucleicos enzimaticos también pueden
comprender modificaciones en los grupos base, glucidicos y/o fosfato. Un acido nucleico enzimatico ejemplar para
su uso en los métodos de la presente invencion es una ribozima.
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Los acidos nucleicos enzimaticos pueden producirse quimica o biolégicamente, o pueden expresarse a partir de un
vector plasmidico o viral recombinante, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos miR aislados.
Métodos ejemplares para producir y evaluar moléculas de ARNbc o de ARNip se describen en Werner y Uhlenbeck
(1995), Nucl. Acids Res. 23: 2092-96; Hammann et al. (1999), Antisense and Nucleic Acid Drug Dev. 9: 25-31; y en
la Patente de Estados Unidos N° 4.987.071 de Cech et al,.

La administracion de al menos un producto génico miR, o al menos un compuesto para inhibir la expresion de miR,
inhibira la proliferacién de célula cancerosas en un sujeto que tiene un cancer solido. Como se usa en el presente
documento, “inhibir la proliferacién de una célula cancerosa” significa destruir la célula, o detener de manera
permanente o temporal o reducir el crecimiento de la célula. La inhibicién de la proliferaciéon de células cancerosas
puede interferir si el nimero de dichas células en el sujeto permanece constante o disminuye después de la
administracion de los productos génicos miR o los compuestos que inhiben la expresion génica miR. Una inhibicién
de la proliferaciéon de células cancerosas también puede interferir si el nUmero absoluto de dichas células aumenta,
aunque disminuya la tasa de crecimiento tumoral.

El numero de células cancerosas en el organismo de un sujeto puede determinarse por mediciéon directa, o por
estimacion del tamafio de masas tumorales primarias o metastasicas. Por ejemplo, el nimero de células tumorales
en un sujeto puede medirse por métodos inmunohistoldgicos, citometria de flujo y otras técnicas disefiadas para
detectar marcadores de superficie caracteristicos de células cancerosas.

El tamafo de una masa tumoral puede determinarse por observacién visual directa, o por métodos de formacién de
imagenes de diagndstico, tales como, rayos X, formacién de imagenes de resonancia magnética, ultrasonido, y
escintigrafia. Pueden emplearse métodos de formacién de imagenes de diagnéstico usados para determinar el
tamano de la masa tumoral con o sin agentes de contraste, como se conoce en la técnica. El tamafio de una masa
tumoral también puede determinarse por medios fisicos, tales como palpacion de la masa tisular o medicién de la
masa tisular con un instrumento de medicién, tal como un calibrador.

Los productos génicos miR o los compuestos de inhibicion de expresion del gen miR pueden administrarse a un
sujeto mediante cualquier medio adecuado para administrar estos compuestos a células cancerosas del sujeto. Por
ejemplo, los productos génicos miR o los compuestos de inhibicién de expresién de miR pueden administrarse por
métodos adecuados para transfectar células del sujeto con estos compuestos, o con &cidos nucleicos que
comprenden secuencias que codifican estos compuestos.

En una realizacién, las células se transfectan con un vector plasmidico o viral que comprende secuencias que
codifican al menos un producto génico miR o un compuesto que inhibe la expresion del gen miR.

Los métodos de transfeccion para células eucariotas son bien conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo,
inyeccion directa del acido nucleico en el nicleo o pronucleo de una célula; electroporacion; transferencia de
liposomas o transferencia mediada por materiales lipéfilos; administracion de acido nucleico mediada por receptores,
biobalistica o aceleracién de particulas; precipitacién con fosfato de calcio, y transfeccién mediada por vectores
virales.

Por ejemplo, las células pueden transfectarse con un compuesto de transferencia liposomal, por ejemplo, DOTAP
metilsulfato de (N- [1- (2, 3- dioloiloxi)propil]-N, N, N-trimetil-amonio, Boehringer-Mannheim) o un equivalente, tal
como LIPOFECTINA. La cantidad de acido nucleico utilizada no es critica para la realizacion practica de la
invencion; pueden conseguirse resultados aceptables con 0,1-100 microgramos de acido nucleico/10° células. Por
ejemplo, puede usarse una é)roporcic’m de aproximadamente 0,5 microgramos de vector plasmidico en 3
microgramos de DOTAP por 10° células.

Un producto génico miR o un compuesto de inhibicion de expresion del gen miR también puede administrarse a un
sujeto mediante cualquier via de administracién enteral o parenteral adecuada. Las vias de administracion enteral
adecuadas para los métodos de la presente invencién incluyen, por ejemplo, administracién oral, rectal o intranasal.
Las vias de administracion parenteral adecuadas incluyen, por ejemplo, administracién intravascular (por ejemplo,
inyeccién intravenosa en embolada, infusion intravenosa, inyeccion intraarterial en embolada, infusién intraarterial e
instilacién con catéter en la vasculatura), inyeccion peri- e intratisular (por ejemplo, inyeccién peritumoral e
intratumoral, inyeccion intraretinal, o inyeccién subretinal); inyeccion o deposicion subcutanea, incluyendo infusion
subcutanea (tal como mediante bombas osméticas), aplicacién directa al tejido de interés, por ejemplo mediante un
catéter u otro dispositivo de colocacion (por ejemplo, un granulo retinal o un supositorio o un implante que
comprende un material poroso, no poroso o gelatinoso); e inhalacion. Las vias de administracion particularmente
adecuadas son inyeccion, infusién, e inyeccién directa en el tumor.

En los métodos de la presente invencion, al sujeto puede administrarse un producto génico miR, o un compuesto de
inhibicién de la expresion del producto génico miR, como ARN desnudo, en combinacién con un reactivo de
administracion, o como un acido nucleico (por ejemplo, un vector plasmidico o viral recombinante) que comprende
secuencias que expresan el producto génico miR o el compuesto de inhibicion de expresion del producto génico
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miR. Los reactivos de administracién adecuados incluyen, por ejemplo, el reactivo lip6filo Transit TKO de Mirus;
lipofectina; lipofectamina; celfectina; policationes (por ejemplo, polilisina) y liposomas.

Los vectores plasmidicos y virales recombinantes que comprenden secuencias que expresan los productos génicos
miR o los compuestos de inhibicion de expresion del gen miR, y técnicas para administrar dichos plasmidos y
vectores a células cancerosas, se describen en el presente documento y/o son bien conocidos en la técnica.

En una realizaciéon particular, se usan liposomas para administrar a un sujeto un producto génico miR o un
compuesto de inhibicién de expresién del gen miR (o &cidos nucleicos que comprenden secuencias que los
codifican). Los liposomas también pueden aumentar la semivida en sangre de los productos génicos o acidos
nucleicos. Pueden formarse liposomas adecuados a partir de lipidos formadores de vesiculas convencionales, que
generalmente incluyen fosfolipidos neutros o cargados negativamente y un esterol, tal como colesterol. La seleccién
de lipidos se realiza generalmente considerando factores, tales como, el tamario del liposoma deseado y la semivida
de los liposomas en la corriente sanguinea. Para preparar liposomas se conocen diversos métodos, por ejemplo,
como se describe en Szoka et al. (1980), Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9: 467; y en las Patentes de Estados Unidos
Nos 4.235.871, 4.501.728, 4.837.028 y 5.019.369.

Los liposomas para su uso en los métodos de la presente invencion pueden comprender una molécula ligando que
dirige el liposoma a las células cancerosas. Se prefieren ligandos que se unan a receptores frecuentes en células
cancerosas, tales como anticuerpos monoclonales que se unen a antigenos de células tumorales.

Los liposomas para su uso en los métodos de la presente invencién también pueden modificarse para impedir la
eliminacion por el sistema macréfago mononuclear (“SMM”) y sistema reticuloendotelial (“SRE”). Dichos liposomas
modificados tienen restos que inhiben la opsonizacién en la superficie o estan incorporados en la estructura del
liposoma. En una realizacion particularmente preferida, un liposoma puede comprender un resto de inhibicién de
opsonizacién y un ligando.

Los restos que inhiben la opsonizacién, que son adecuados para su uso en la preparacion de liposomas, son
normalmente polimeros hidréfilos grandes que estan unidos a la membrana de los liposomas. Como se usa en el
presente documento, un resto que inhibe la opsonizacién esta “unido” a una membrana del liposoma cuando esta
quimica o fisicamente unido a la membrana, por ejemplo, mediante el intercalado de un anclaje liposoluble en la
propia membrana, o mediante unién directamente a grupos activos de lipidos de membrana. Estos polimeros
hidréfilos que inhiben la opsonizacion forman una capa protectora superficial que disminuye significativamente la
captacioén de los liposomas por el SMM y SRE; como se describe, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N°
4.920.016.

Los restos que inhiben la opsonizacién, que son adecuados para modificar lisosomas, son preferentemente
polimeros hidrosolubles con un peso molecular promedio en nimero de aproximadamente 500 a aproximadamente
40.000 daltons, y mas preferentemente de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 20.000 daltons. Dichos
polimeros incluyen derivados de polietilenglicol (PEG) o de polipropilenglicol (PPG); por ejemplo, metoxi PEG o PPG
y estearato de PEG o PPG; polimeros sintéticos, tales como poliacrilamida o poli N-vinil pirrolidona; poliamidoaminas
lineales, ramificadas o dendriméricas; acidos poliacrilicos; polialcoholes, por ejemplo, alcohol polivinilico y polixilitol a
los que se unen quimicamente grupos carboxilicos o amino, asi como gangliésidos, tales como gangliésido GM1.
Son también adecuados los copolimeros de PEG, metoxi PEG, o metoxi PPG, o derivados de los mismos. Ademas,
el polimero que inhibe la opsonizacién puede ser un copolimero de bloque de PEG y cualquiera de un &cido
poliamido, polisacarido, polimidoamina, polietilenamida o polinucleétido. Los polimeros que inhiben la opsonizacién
también puede ser polisacaridos naturales que contienen aminoacidos o acidos carboxilicos, por ejemplo, acido
galacturénico, acido glucurénico, acido manurénico, acido hialuronico, acido péctico, acido neuraminico, acido
alginico, carragenano; polisacéaridos u oligosacaridos aminados (lineales o ramificados); o polisacaridos u
oligosacaridos carboxilados, por ejemplo, que se han sometido a reaccién con derivados de &cidos carbénicos con la
unién resultante de grupos carboxilicos. Preferentemente, el resto que inhibe la opsonizacién es un PEG, PPG o un
derivado de los mismos. Los lisosomas modificados con PEG, o con derivados de PEG, se denominan algunas
veces “liposomas PEGilados”.

El resto que inhibe la opsonizacién puede unirse a la membrana del liposoma mediante cualquiera de las numerosas
técnicas bien conocidas. Por ejemplo, un éster de N-hidrosuccinimida de PEG puede unirse a un anclaje liposoluble
de fosfatidil-etanolamina y después unirse a una membrana. De manera similar, un polimero de dextrano puede
derivatizarse con un anclaje liposoluble de este estearilamina mediante aminacion reductora usando Na(CN)BHs y
una mezcla de disolvente, tal como tetrahidrofurano y agua en una proporcion de 30:12 a 60 °C.

Los lisosomas modificados con restos que inhiben la opsonizacién permanecen en la circulacion mucho mas tiempo
que los liposomas no modificados. Por esta razén, dichos liposomas se denominan algunas veces liposomas
“sigilosos”. Se sabe que los liposomas sigilosos se acumulan en tejidos alimentados por microvasculatura porosa o
“filtrante”. Por tanto, los tejidos caracterizados por dichos defectos en la microvasculatura, por ejemplo, tumores
sélidos, acumularan eficazmente estos liposomas; véase Gabizon et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 18:
6949-53. Ademas, la captacion reducida por el SRE disminuye la toxicidad de liposomas sigilosos impidiendo la
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acumulacion significativa de los liposomas en el higado y bazo. Por tanto, los liposomas que se modifican con restos
que inhiben la opsonizacién son particularmente adecuados para administrar, a células tumorales, los productos
génicos miR o compuestos que inhiben la expresién del gen miR (o acidos nucleicos que comprenden secuencias
que los codifican).

Los productos génicos miR o compuestos que inhiben la expresion del gen miR pueden formularse como
composiciones farmacéuticas, algunas veces denominadas “medicamentos”, antes de administrarlas a un sujeto, de
acuerdo con las técnicas conocidas en la materia. También se describen composiciones farmacéuticas para el
tratamiento de un cancer sélido. En una realizacion, la composicién farmacéutica comprende al menos un producto
génico miR aislado, o una variante aislada o un fragmento biol6gicamente activo de los mismos, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En una realizacién particular, el al menos un producto génico miR se corresponde con
un producto génico miR que tiene un nivel de expresion disminuido en células de cancer solido con respecto a
células control adecuadas. En determinadas realizaciones el producto génico miR aislado se selecciona del grupo
que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos.

En otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden al menos un compuesto que inhibe la
expresion del gen miR. En una realizacion particular, el al menos un compuesto que inhibe la expresién del gen miR
es especifico de un gen miR cuya expresion es mayor en células de cancer de colon que en células control. En
determinadas realizaciones, el compuesto que inhibe la expresion del gen miR es especifico de uno o mas
productos génicos miR seleccionados del grupo que consiste en miR20a, miR- 21, miR-106a, miR-181b, miR-203 y
combinaciones de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas se caracterizan por ser al menos estériles y apirégenas. Como se usa en el
presente documento, las “composiciones farmacéuticas” incluyen formulaciones para uso humano y veterinario. Los
métodos para preparar composiciones farmacéuticas se encuentren dentro de la habilidad en la técnica, como se
describe, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Science, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa.
(1985).

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden al menos un producto génico miR o
compuesto que inhibe la expresion del gen miR (o al menos un acido nucleico que comprende secuencias que los
codifica) (por ejemplo, del 0,1 al 90 % en peso), o una sal fisiolégicamente aceptable de los mismos, mezclado con
un transportador farmacéuticamente aceptable. En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas
comprenden adicionalmente uno o mas agentes anticancerosos (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos). Las
formulaciones farmacéuticas también pueden comprender al menos un producto génico miR o compuesto que inhibe
la expresion del gen miR (o al menos un &cido nucleico que comprende secuencias que los codifica), que estan
encapsulados en liposomas y un transportador farmacéuticamente aceptable. En una realizacién, la composicion
farmacéutica comprende un gen, o producto génico, miR que es miR-21.

Son transportadores farmacéuticamente aceptables, especialmente adecuados, el agua, el agua tamponada, la
solucion salina normal, la solucién salina al 0,4 %, la glicina al 0,3 %, el acido hialurénico y similares.

En una realizacién particular, las composiciones farmacéuticas comprenden al menos un producto génico miR o un
compuesto que inhibe la expresion del gen miR (o al menos un &cido nucleico que comprende secuencias que los
codifica) que es resistente a degradacion por nucleasas. Un experto en la técnica puede sintetizar facilmente acidos
nucleicos que son resistentes a nucleasas, por ejemplo, incorporando uno o mas ribonucledtidos que estan
modificados en la posicion 2’ en el producto génico miR. Como ribonucleétidos adecuados, modificados en posicion
2’, se incluyen los modificados en la posicion 2’ con fldor, amino, alquilo, alcoxi y O-alilo.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender excipientes y/o aditivos farmacéuticos
convencionales. Como excipientes farmacéuticos adecuados se incluyen estabilizantes, antioxidantes, agentes
ajustadores de la osmolaridad, tampones, y agentes ajustadores de pH. Como aditivos adecuados se incluyen, por
ejemplo, tampones fisioldgicamente biocompatibles (por ejemplo clorhidrato de trometamina), adiciones de
quelantes (tales como, por ejemplo, DTPA o DTPA-bisamida) o complejos de quelatos de calcio (tales como, por
ejemplo, DTPA calcico, o CaNaDTPA-bisamida) u, opcionalmente, adiciones de sales de calcio o de sodio (por
ejemplo, cloruro calcico, ascorbato célcico, gluconato célcico o lactato calcico). Las composiciones farmacéuticas
pueden envasarse para su uso en forma liquida, o pueden liofilizarse.

Para las composiciones farmacéuticas sélidas, pueden usarse transportadores sélidos, no toxicos, convencionales,
farmacéuticamente aceptables; por ejemplo, calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina sédica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio y similares.

Por ejemplo, una composicién farmacéutica sélida para administracién oral puede comprender cualquiera de los
transportadores y excipientes indicados anteriormente y del 10-95 %, preferentemente del 25 %-75 %, de al menos
un producto génico miR o compuesto que inhiba la expresion del gen miR (o al menos un &cido nucleico que
comprenda secuencias que los codifique). Una composicién farmacéutica para administracién con aerosol (por
inhalacién) puede comprender del 0,01-20 % en peso, preferentemente del 1 %-10 % en peso, del al menos un
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producto génico miR o compuesto que inhibe la expresién del gen miR (o al menos un acido nucleico que
comprenda secuencias que los codifique) encapsulado en un liposoma, como se ha descrito anteriormente, y un
propulsor. Si se desea, para administracion intranasal, también puede incluirse un transportador; por ejemplo,
lecitina.

Adicionalmente, las composiciones farmacéuticas pueden comprender uno o mas agentes anticancerosos. En una
realizacién particular, las composiciones comprenden al menos uno producto génico miR o un compuesto que inhibe
la expresiéon del gen miR (o al menos un acido nucleico que comprenda secuencias que los codifique) y al menos
una agente quimoterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos que son adecuados para los métodos incluyen, pero
sin limitacién, agentes alquilantes de ADN, agentes antibidticos antitumorales, agentes antimetabdlicos, agentes
estabilizadores de tubulina, agentes desestabilizadores de tubulina, agentes antagonistas de hormonas, inhibidores
de topoisomerasa, inhibidores de proteina quinasa, inhibidores de HMG-CoA, inhibidores de CDK, inhibidores de
ciclina, inhibidores de caspasa, inhibidores de metaloproteinasa, acidos nucleico antisentido, ADN de triple hélice,
aptameros de acidos nucleicos y agentes virales, bacterianos y exotdxicos modificados molecularmente. Como
ejemplos de agentes adecuados para las composiciones de la presente invencién se incluyen, pero sin limitacién,
citidin arabin6sido, metotrexato, vincristina, etopdéxido (VP- 16), doxorrubicina (adriamicina), cisplatino (CDDP),
dexametasona, arglabina, ciclofosfamida, sarcolisina, metilnitrosourea, fluorouracilo, 5-fluorouracilo (5FU),
vinblastina, camptotecina, actinomicina-D, mitomicina C, per6xido de hidrégeno, oxaliplatino, irinotecan, topotecan,
leucovorina, carmustina, estreptozocina, CPT- 11, taxol, tamoxifeno, dacarbacina, rituximab, daunorrubicina, 1-8-D-
arabinofuranosilcitosina, imatinib, fludarabina, docetaxel, FOLFOX4.

En el presente documento también se proporcionan métodos de identificacion de un inhibir de tumorigénesis, que
comprenden proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un producto génico miR en
la célula. En una realizacién, el método comprende proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel
de al menos un producto génico miR asociado con niveles de expresion disminuidos en células cancerosas. Un
aumento en el nivel del producto génico miR en la célula, después de proporcionar el agente, con respecto a una
célula control adecuada (por ejemplo, no se proporciona el agente), indica que el agente de ensayo es un inhibidor
de tumorigénesis. En una realizacion particular, al menos un producto génico miR, asociado con niveles de
expresion disminuidos en células cancerosas, se selecciona del grupo que consiste en miR20a, miR-21, miR-106a,
miR-181b, miR-203 y combinaciones de los mismos.

En otras realizaciones, el método comprende proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al
menos un producto génico miR asociado con niveles de expresion aumentados en células cancerosas. Una
disminucion en el nivel del producto génico miR en la célula, después de proporcionar el agente, con respecto a una
célula control adecuada (por ejemplo, no se proporciona el agente), indica que el agente de ensayo es un inhibidor
de tumorigénesis. En una realizacion particular, al menos un producto génico miR asociado con niveles de expresion
aumentados en células cancerosas se selecciona del grupo que consiste en miR20a, miR-21. miR-106a, miR-181b,
miR-203 y combinaciones de los mismos.

Como agentes adecuados, se incluyen, pero sin limitacién, farmacos (por ejemplo, moléculas pequefias, péptidos) y
macromoléculas biolégicas (por ejemplo, proteinas y acidos nucleicos). El agente puede producirse de manera
recombinante, sintética, o puede aislarse (es decir, purificarse) de una fuente natural. En la técnica se conocen bien
diversos métodos para proporcionar dichos agentes a una célula (por ejemplo, transfeccion) y anteriormente, en el
presente documento, se han descrito diversos de estos métodos. En la técnica también se conocen bien métodos
para detectar la expresién de al menos un producto génico miR (por ejemplo, transferencia de Northern, hibridacién
in situ, RT-PCR, perfilado de expresién). Anteriormente, en el presente documento, también se han descrito diversos
de estos métodos.

A continuacion la invencion se ilustrara mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1

Los patrones de expresion de microARN estan alterados en tumores de colon

Se compararon perfiles de m3i(§:roARN de 84 pares de tejidos de colon tumorales y no tumorales adyacentes usando
micromatrices de microARN™". Estos 84 sujetos eran pacientes pertenecientes al area metropolitana de Baltimore,
Maryland, con adenocarcinoma incidente de colon, y a los que se hace referencia como la cohorte de ensayo de

Maryland (Tabla 1).
Tabla 1 — caracteristicas de Poblacién y Tumores

Cohorte de Ensayo de | Cohorte de Validacion
Maryland de Hong Kong
N=84 N=113
Area a la que pertenecen Baltimore, Maryland, Hong Kong, China
Estados Unidos
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Cohorte de Ensayo de | Cohorte de Validacion
Maryland de Hong Kong
N=84 N=113
Edad en el momento de la
incorporacion-en anos
Media = DT 64,6 £10,7 55,8 +15
Intervalo
32-87 32-84
Sexo — n? ( %)
Hombre
66 (79) 56 (50)
Mujer 18 (21) 57(50)
Raza — n® ( %)
Blanca 52 (62) 0(0)
Negra 32 (38) 0(0)
Asiatica
0 (0) 113 (100)
Localizacion del tumor — n® (%)
Distal 48 (59) 90 (80)
Proximal
34 (41) 23 (20)
Histologia del Adenocarcinoma- n®,
(%)
Adenocarcinoma 75 (89) 105 (93)
Adenocarcinoma mucinoso 8 (10) 7 (6)
Carcinoma adenoescamoso 1(1) 0 (0)
Células en anillo de sello y 0 (0) 1(1)
mucinosas
Quimioterapia adyuvante” — n® (%)
Recibida 22(37) 40 (35)
No recibida 37 (63) 73 (65)
Fase TNM —n? (%)
Il 29 (34) 37 (33)
11 36 (43) 48 (42)
v 10 (12) 19(17)

"Distal incluye tumores localizados en, o distales al, colon descendiente. Los tumores proximales incluyen tumores
en, o proximales a la flexion esplénica. Se diszponl’a de localizacion tumoral de 82 sujetos en la cohorte original y de
todos los sujetos en la cohorte de validacion. “Se disponia de informacién detallada correspondiente a receptores de
quimioterapia de 59 sujetos en la cohorte de ensayo y en todos los sujetos en la cohorte de validacion. La
quimioterapia se basaba principalmente en fluorouracilo (en forma de farmacos orales o intravenosos de 5-
fluorouracilo, incluyendo tegafur con uracilo [UFT]) con o sin Levamisol o Leucovorina).

Los perfiles de microARN tumorales eran claramente diferentes en comparacion con los perfiles no tumorales. Se
encontraron treinta y siete microARN independientes que se expresaban diferencialmente en tumores (p<0,001 con
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una Tasa de Descubrimientos Falsos (TDF) < 0,5 %; Tabla 2

Tabla 2 - Los microARN se Expresan Diferencialmente en Tumores
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Sonda miR maduro Valor p' TDF? Factor de Localizacion
Cambio cromosomica

hsa-mir-21No1 miR-21 < 1e-07 < 1e-07 1,7 17923.2
hsa-mir-021-prec- miR-21 < 1e-07 <1e-07 1,8 17923.2
17No1
hsa-mir-092-prec- miR-92 < 1e-07 < 1e-07 1,4 13931.3
13=092-1No2
hsa-mir-222- precNo2 miR-222 1.40E-06 8.05B-05 (1,2 Xp11.3
hsa-mir-181b-2No1 miR-181b 1.90E-06 8.74E-05 (1,2 9033.3
has-mir-210-prec miR-210 1.12E-05 0,00032 1,2 11p15.5
hsa-mir-020-prec miR-20a 2.53E-05 0,00057 (1,5 13931.3
hsa-mir-106-prec-X miR-106a 3.30E-05 0,00058 (1,4 X26.2
hsa-mir-106aNo1 miR-106a 3.51E-05 0,00058 1,4 X26.2
hsa-mir-093-prec- miR-93 3.52E-05 0,00058 1,2 7922.1
7.1=093-1
hsa-mir-335No2 miR-335 3.55E-05 0,00058 1,2 7932.2
hsa-mir-222- precNo1 |miR-222 4.27E-05 0,00065 1,2 Xp11.3
hsa-mir-338No1 miR-338 5.78E-05 0,00074 1,1 17925,3
hsa-mir-133bNo2 miR-133b 6.50E-05 0,00079 1,1 6p12.2
hsa-mir-092-prec- miR-92 7.95E-05 0,00083 1,4 Xqg26.2
X=092-2
hsa-mir-346No1 miR-346 8,42E-05 0,00084 1,2 10023.2
hsa-mir-106bNo1 miR-106b 0,0002091 0,00178 1,2 70221
hsa-mir-135-2-prec miR-153a 0,0002363 0,00194 1.1 12923.1
hsa-mir-219-INo2 miR-219 0,0002515 0,00199 1,3 9934.11
hsa-mir-34aNo1 miR-34a 0,000265 0,00203 1,1 1p36.22
hsa-mir-099b-prec- miR-99b 0,0003758 0,00259 1,1 19913.41
19No1
hsa-mir-185- precNo2 miR-185 0,0003827 0,00259 1,2 22qg11.21
hsa-mir-223-prec miR-223 0,0004038 0,00265 1,4 Xq12
hsa-mir-211- precNo2 |miR-211 0,0004338 0,00277 1,1 15013.3
hsa-mir-135-1prec miR-135a 0,0004648 0,00287 1.1 3p21.1
hsa-mir-127-prec miR-127 0,0004748 0,00287 1.1 14932.31
hsa-mir-203- precNo1 |miR-203 0,0004993 0,00294 (1,4 14932.33
hsa-mir-212- precNo1 |miR-212 0,0006339 0,00364 1.1 17p13.3
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Sonda miR maduro Valor p' TDF? Factor de Localizacion
Cambio cromosomica

hsa-mir-095-prec-4 miR-95 0,0006996 0,00392 1,2 4p16.1
hsa-mir-017- precNo2 |miR-17-5p 0,0007252 0,00392 1,3 139g31.3
MicroARNs con Expresién reducida en Tumores

Sonda miR maduro [Valor p' TDF? Factor de [Localizacion

Cambio cromosomica

hsa-mir-342No2 miR-342 4.00E-06 0,00015 0,9 14932.2
hsa-mir-192-2/3No1 miR-192 8.70E-06 0,00029 0,7 11913.1
hsa-mir-1-2No2 miR-1 2.22E-05 0,00057 0,9 18911.2
hsa-mir-34bNo2 miR-34b 4.73E-05 0,00069 0,8 11923.1
hsa-mir-215- precNo1 |miR-215 5.26E-05 0,00071 0,7 1941
hsa-mir-192No1 miR-192 7.36E-05 0,00081 0,7 11913.1
hsa-mir-301 No2 miR-301 7.44E-05 0,00081 0,7 17923.2
hsa-miR-324-5pNo2 | miR-324-5p 1.00E.04 0,00096 0,9 17p13.1
hsa-mir-030a- precNo2 miR-30a-3p 0,0001933 0,00171 0,9 6913
hsa-mir-1-1 No2 miR-1 0,0002906 0,00216 0,9 20913.33
hsa-mir-34cNo2 miR-34c 0,0007334 0,00392 0,9 11923.1
hsa-mir-331 No2 miR-331 0,0008555 0,00446 0,9 12922
hsa-mir-148bNo2 miR-148b 0,0008726 0,00446 0,9 12913.13

Los valores P indicados son el resultado de andlisis de comparacion de emparejamiento de clases de modelos de
expresion de microARN de 84 pares de adenocarcinomas de colon y tejido no tumoral. *TDF = Tasa de

Descubrimientos Falsos

Veintiséis microARN se expresaron a niveles mas altos en tumores con enriquecimiento de miR-21 de a lo sumo 1,8
veces. Se diferencian perfiles globales de microARN entre pares de tejido tumoral y no tumoral con una precision del
89 % usando cualquiera de los 3 algoritmos de prediccion de los vecinos mas cercanos o de clase centroide mas
cercana (validacion cruzada con factor 10 de 100 repeticiones), lo que sugiere un cambio sistematico en los modelos
de expresion de microARN durante la formacién del tumor.

Para la validacion se seleccionaron los miR-20a, miR-21, miR-106a, miR-181b y miR-203 basandose en sus
diferencias de expresion entre pares de tejido tumoral y no tumoral combinado con su asociacion a mala
supervivencia. Para la validacion, se midieron los niveles de expresién de estos microARN con cRT-PCR en pares
de tejido tumoral y no tumoral de una cohorte independiente. La cohorte de validacion consiste en 113 pacientes
pertenecientes a Hong Kong, China con cancer incidente de colon (Tabla 1).

En tumores, todos los miR, se expresaron a niveles mas altos: miR- 20a (2,3- veces), miR- 21 (2,8- veces),
miR106a (2,4- veces), miR- 181b (1,4- veces) y miR- 203 (1,8- veces) (p<0,001, prueba de pares relacionados de
Wilcoxon) (Tabla 3a).

Tabla 3 - Expresion de microARN en pares de tejido Tumoral frente a no Tumoral

Tabla 3a - la Cohorte de Validacion de Hong Kong

Factor de cambio
microARN AACH DT (AA Ct) tumores® valor p°
miR-20a 1,18 0,97 2,3 veces p<0,001
miR-21 1,47 1,20 2,8 veces p<0,001
miR-106a 1,25 0,94 2,4 veces p<0,001
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miR-181 b 0,47 1,03 1,4 veces p<0,001
miR-203 0,83 1,40 1,8 veces p<0,001
Tabla 3b Expresion de microARN en pares de tejido de Adenoma frente a No adenoma
Promedio Factor de cambio
microR AA Ct' DT (AA Ct) adenomas® valor p°
miR-20a -0,11 0,97 0,9 veces p=0,82
miR-21 0,64 0,90 1,6 veces p = 0,006
miR-106a 0,28 1,22 1,2 veces p=0,19
miR-181 b 0,30 1,24 1,2 veces p = 0,27
miR-203 0,77 1,98 1,7 veces p=0,14
'Promedio (ACt tumoral- ACt no tumoral relacionado) o Promedio (Act adenoma - ACt no adenoma relacionado) de
cRT- PCR. Calculado por 2 3Ensayo de Wilcoxon de pares relacionados. DT = desviacion tipica. Los niumeros|
en negrita son estadisticamente significativos. Para las comparaciones tumor/no tumor, se usaron 113 pares de
tejidos para miR-20a y miR-203 mientras que se usaron 111 pares de tejidos para miR-21, miR-106a y miR-181b.
Para todas las comparaciones de adenoma/no adenoma, se utilizaron 18 pares de tejidos.

La mayoria de los tumores (89 % para miR-20a, 87 % para miR-21, 90 % para miR-106a, 71 % para miR-181 by 74
% para miR-203), tuvieron una expresidon mas alta de estos microARN en comparacién con el tejido no tumoral
emparejado. Los patrones de expresion para estos cinco microARN diferencian estados tumorales frente a no
tumorales emparejados con una precision del 96 % 0 98 % basandose en 3 algoritmos de prediccion de los vecinos
mas cercanos o de clase centroide mas cercana, respectivamente (validacion cruzada con factor 10, de 100
repeticiones).

Se us6 hibridacién in situ para visualizar la expresion miR-21 en tejido tumoral y no tumoral adyacente (véanse las
Figuras 1a-f).

El miR-21 se expres6 a altos niveles tanto en el nicleo como en el citoplasma de células epiteliales col6nicas en
tejido tumoral humano en comparacién con tejido no tumoral adyacente. Estos resultados son coherentes con los
datos de cRT-PCR y de micromatriz y confirman una funcién de los microARN en la carcinogénesis.

El miR- 21 se expresa a niveles mas altos en adenomas de colon

Los adenomas representan una fase precursora de los adenocarcinomas de colon®. Se evaluaron los niveles de
expresion de miR-20a, miR21, miR-106a, miR-181b y miR-203 por cRT-PCR en 18 pares de tejido de adenoma y no
adenoma adyacente. Aunque cuatro de los cinco microARN mostraron niveles aumentados en el tejido de adenoma,
solo el miR-21 tuvo un enriquecimiento significativamente mayor de 1,6 veces (p=0,006, prueba de Wilcoxon de
pares relacionados) (véase la Tabla 3b).

El tejido de adenoma expreso6 a niveles mas altos de miR-21 en 15/18 pares relacionados. Fases mas avanzadas de
tumores expresan niveles mas altos de miR-21. Los sujetos se estratificaron basandose en el diagnéstico de
adenoma y estadificacion TNM, donde el adenoma se consideré el menos avanzado y la fase de la TNM la mas
avanzada. Los adenomas expresaron niveles mas bajos de expresion miR-21 en comparacion con los tumores de la
cohorte de validacién (p<0,001, ensayo de Mann-Whitney). Los tumores mas avanzados expresaron niveles mas
altos de expresion miR-21 (ensayo de tendencia, p<0,001) (véase la Figura 1g).

Esta tendencia también se observé utilizando datos de micromatrices de microARN de la cohorte de ensayo de
Maryland (p=0,04) (véase la Figura 2).

La alta expresion de miR-21 predice un mal pronostico en dos cohortes independientes

Se analizaron proporciones de expresion tumoral/no tumoral (T/N) de microARN individual para determinar si alguno
se asociaba con mal pronoéstico. Las proporciones de expresién T/N del microARN se clasificaron como altas
basandose en el tercil mas alto. Se investigd cualquier microARN en el que altas proporciones T/N estaban
asociadas con supervivencia de cancer (p<0,05). De estos, se seleccionaron los microARN que se expresaban
diferencialmente en tumores (p<0,001). Cinco microARN cumplieron estos criterios. El analisis de Kaplan-Meier
indic6 que cada una de las altas proporciones T/N para miR-20a (p=0,02), miR-21 (p=0,004), miR-106a (p=0,01),
miR-181b (p=0,04), y miR- 203 (p=0,004) se asociaba con una mala supervivencia. Estos cinco microARN se
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seleccionaron para analisis posterior.

En este estudio, los adenocarcinomas de colon del 89-93 % de los sujetos eran de una histologia tipica. Una minoria
de tumores procedia de histologias de adenocarcinoma mucinoso, carcinoma adenoescamoso, o de carcinoma de
células en anillo de sello (véase la Tabla 1). Diferentes subtipos de adenocarcinomas pueden asociarse con
diferentes resultados clinicos, incluyendo prondstico de supervivencia31. Para eliminar posibles confusiones
asociadas con las histologias, se excluyé a todos los sujetos con adenocarcinoma mucinoso, carcinoma
adenoescamoso y carcinoma de células en anillo de sello del analisis inicial.

Las asociaciones de proporciones T/N con mala supervivencia podrian deberse a niveles de expresion de microARN
en el tejido tumoral, en el tejido no tumoral circundante, o en una combinacién de ambos. Para diferenciar estas
posibilidades se analizé por separado la asociacion de la expresién de microARN en tumores y en no tumores
relacionados. Cada uno de los altos niveles de expresién en tumores (basandose en el tercil mas alto) para miR-20a,
miR-21, miR106a, miR-181b y miR-203 se asocié con una mala supervivencia en la cohorte de ensayo de Maryland
(véase la Figura 3a, también de datos no mostrados). En ninguno de los cinco microARN se observd asociacién
significativa con la expresion de microARN en tejido no tumoral.

Se utiliz6 el andlisis univariable y multivariable de razén de riesgos (RR) de Cox para evaluar la asociacién de
niveles de expresion tumoral con pronéstico en individuos con adenocarcinoma tipico (Tabla 4a).

Tabla 4 — Analisis Univariable y Multivariable de Regresion de Cox de Niveles de Expresion miR-21 y Supervivencia
Global de Cancer en Sujetos con Adenocarcinoma de Colon'

Tabla 4a Cohorte de ensayo de Maryland
Andlisis univariable Andlisis multivariable®
Caracteristicas RR (IC del 95 %) valor p RR (IC del 95 %) valor p
Expresién de miR-21°
N=71
Baja 1,0 1,0
Alt
a 2.5 (1,2-5,2) 0,01 2,9 (1,4-6,1) 0,004
Fase TNM
I-1I 1,0 1,0
-1V 3,5 (1,6-7,9) 0,002 3,4 (1,5-7,8) 0,004
Edad en el momento
de la incorporacién
< 50 1,0
> 50 0,7 (0,2-2,3) 0,52
Sexo
Mujer 1,0
Hombre 1,4 (0,5-3,9) 0,57
Raza
Blanca 1,0
N
egra 1,0 (0,5-2,1) 0,97
Localizacion del tumor|
Distal 1,0
Proximal 0,6(0,3-1,4) 0,26
Tabla 4b o
Cohorte de Validaciéon de Hong Kong
Analisis Univariable Analisis Multivariable®
Caracteristicas
RR (IC del 95 %) valor p RR (IC del 95 %) valor p
Expresion de miR-21°
n=103
Baja 1,0 1,0
Alta 2,4 (1,4-3,9) 0,002 2,4 (1,4-4,1) 0,002
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Fase TNM

I-1l 1,0 1,0
-1V 4,7(2,4-9,5) <0,001 4,7 (2,4-9,5 <0,001
Edad en el momento

de la incorporacion

< 50 1,0

>50 1,5 (0,9-2,6) 0,14

Sexo

Mujer 1,0

Hombre 1,4 (0,8-2,3) 0,29

Localizacién del tumor

Distal 1,0

Proximal 0,7 (0,3-1,4) 0,27

La expresién de microARN se midié con micromatrices de miARN para la cohorte de Maryland y con cRT-PCR para
la cohorte de Hong Kong. 'Los casos con adenocarcinoma mucinoso, carcinoma adenoescamoso o carcinoma de
células en anillo de sello se excluyeron de este analisis. 2Se descubrié que la adicion y la eliminacion gradual de
covarianzas clinicas utilizado en el analisis multivariable se asociaba con supervivencia en modelos univariable|
(p<0,10) y los modelos finales solo incluyen las covarianzas que estaban asociadas significativamente con
supervivencia (ensayo estadistico de Wald p<0,05). La expresion alta en tumores de todos los miARN se definid
basandose en el tercil mas alto.

Los individuos con tumores que expresaban altos niveles de miR-21 tenian un riesgo significativamente mas alto de
morir por cancer de colon en los analisis tanto univariable (RR=2,5 [1,2-5,2], p=0,01) como multivariable (RR=2,9
[1,4-6,1], p=0,004).

Para validar estos descubrimientos, se us6 cRT-PCR para medir los niveles de expresion tumoral y no tumoral de
estos cinco microARN en la cohorte de validacién de Hong Kong y se analizaron asociaciones con pronéstico. La
expresion tumoral alta de miR-21 predice un mal propésito en la cohorte de validacién de Hong Kong (p=0,001,
ensayo de rango logaritmico de Kaplan-Meier) mientras que esto no ocurre en la expresién en tejido no tumoral
(véase la Figura 3b).

En esta cohorte no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas con prondstico y expresion de miR-
20a, miR-106a, 181b 0 miR-203.

En la cohorte de validacién de Hong Kong, la alta expresion de miR-21 en tumores no se asocié significativamente
con la edad, sexo, histologia tumoral, o localizacién del tumor (ensayo exacto de Fisher). Todas las covarianzas se
examinaron mediante andlisis de razén de riesgo de Cox (Tabla 4b).

La alta expresion de miR-21 en tumores (RR=2,4 [1,4-3,9], p=0,002) y la estadificacion TNM (RR=4,7 [2,4-9,5],
p<0,001) se asociaron significativamente con supervivencia en modelos univariable. Un analisis multivariable de
regresion de Cox demostrd que la alta expresion de miR-21 en tumores predice mal proposito de supervivencia
(RR=2,4 [1,4-4,1], p=0,002) independiente del resto de covarianzas clinicas, de acuerdo con los hallazgos
encontrados en la cohorte de ensayo de Maryland.

El analisis se repitid incluyendo a todos los sujetos independientemente de su histologia tumoral. En ambas
cohortes, se mantuvo la asociacién con alta expresién de miR-2 y prondstico (véase la Figura 4, véase la Tabla 5).

Tabla 5 - Analisis Univariable y Multivariable de Regresion de Cox de Niveles de Expresion miR-21 y Supervivencia
Global de Cancer en Sujetos con Todos los Sujetos

Tabla 5a Cohorte de Ensayo Maryland

Analisis univariable Analisis multivariable
Caracteristicas RR (IC del 95 %) valor p RR (IC del 95 %) valor p
Expresion de miR-217
N=79
Baja 1,0 1,0
Alta 2,0 (1,1-4,0) 0,04 2,1 (1,1-4,0) 0,03
Fase TNM
I-11 1,0 1,0
-1V 3,2 (1,5-6,9) 0,002 3,2 (1,5-6,8) 0,003
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Edad en el momento
de la incorporacion

<50 1,0

>50 0,7 (0,2-2,4) 0,59

Sexo

Mujer 1,0

Hombre 1,6 (0,7-4,2) 0,33

Raza

Blanca 1,0

Negra 1,0 (0,5-2,0) 0,99

Localizacion del

tumor

Distal 1,0

Proximal 0,8(0,3-2,1 0,65

Histologia

Adenocarcinoma 1,0

Mucinoso o

Adenoescamoso 0,7 (0,3-2,1) 0,57

Tabla 5b Cohorte de Validacién de Hong Kong
Andlisis univariable Andlisis multivariable®

Caracteristicas R (IC del 95 %) valor p R (IC del 95 %) valor p

Expresion de miR-217

n=111

Baja 1,0 1,0

Alta 2,3 (1,4-3,9) 0,002 2,3 (1,4-3,9) 0,002

Fase TNM

I-1l 1,0 1,0

-1V 4.9 (2,5-97) <0,001 4.9 (2,5-98) <0,001

Edad en el momento

de la incorporacién

<50 1,0

>50 1,4 (0,8-2,4) 0,20

Sexo

Mujer 1,0

Hombre 1,3 (0,8-2,3) 0,27

Localizacion del

Tumor

Distal 1,0

Proximal 0,7 (0,3-1,4) 0,27

Histologia

Adenocarcinoma 1,0

Mucinoso o

Adenoescamoso 1,2 (0,4-3,3) 0,74

La expresion de los microARN se midié con micromatrices de miARN para la cohorte de Maryland y con cRT-PCR
para la cohorte de Hong Kong. "Todos los individuos se incluyeron en este andlisis independientemente de su
histologia tumoral. %Se descubrio que la adicion y la eliminacién gradual de covarianzas clinicas utilizado en el
andlisis multivariable se asociaba con supervivencia en modelos univariable (p<0,10) y los modelos finales solo
incluyen Ias covarianzas que estaban asociadas significativamente con supervivencia (ensayo estadistico de Wald
p<0,05). La expresion alta en tumores de todos los miARN se definié basandose en el tercil mas alto.

Niveles de expresion miR- 21 y respuesta a la terapia.

La identificacién de biomarcadores asociados con una respuesta a terapia adyuvante permitird a los médicos
predecir mejor los beneficios de la terapia. Para esta finalidad, se analizaron asociaciones con expresién de miR-21
y la respuesta a quimioterapia adyuvante en pacientes con cancer en fase Il y lll. Se disponia de informacién sobre
la administracién de quimioterapia adyuvante de 47 sujetos de los 65 en fase Il o lll en la cohorte de ensayo de
Maryland y de todos los sujetos en la cohorte de validacién de Hong Kong.

En ambas cohortes, los regimenes quimioterapéuticos se basaban principalmente en fluorouracilo (en forma de
farmaco intravenoso u oral de 5-fluorouracilo incluyendo tegafur con uracilo [UFT]) con o sin Levamisol o
Leucovorina). Para este andlisis solo se utilizaron sujetos con histologia de adenocarcinoma tipico, lo que condujo a
20 de 42 individuos en fase II/lll que recibieron quimioterapia en la cohorte de Maryland. Para los que recibieron
quimioterapia, la expresiéon alta de miR-21 en tumores predijo empeoramiento de supervivencia global (p=0,01,
ensayo de rango logaritmico de Kaplan-Meier) proporcionando confirmacion preliminar de que una expresion alta de
miR-21 esta asociada con una mala respuesta a quimioterapia adyuvante.
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En este analisis, para la cohorte de validacién de Hong Kong, se utilizaron 77 individuos con cancer en fase II/lll con
histologia de adenocarcinoma tipico. Los sujetos en fase II/lll que recibieron quimioterapia adyuvante tenian mejor
prondstico de supervivencia en comparacion con aquellos que no la recibieron (p=0,02, ensayo de rango logaritmico
de Kaplan Meier). Entre estos sujetos que recibieron quimioterapia adyuvante (n=36), la expresién alta de miR-21 en
tumores se asocio con una mala respuesta al tratamiento (p=0,03, ensayo de rango logaritmico de Kaplan-Meier), de
acuerdo con las observaciones en la cohorte de Maryland (véase la Figura 5a).

En esta cohorte, todos los sujetos en fase Il que recibieron quimioterapia adyuvante (n = 11) sobrevivieron (véase la
Figura 5b), pero para los sujetos en fase Ill que recibieron quimioterapia adyuvante (n=25), la expresién alta de miR-
21 se asocio con mala supervivencia (p=0,02, ensayo de rango logaritmico de Kaplan-Meier) (véase la Figura 5c).

Para analizar estas observaciones se utiliz6 analisis multivariable de regresién de Cox para mostrar que la expresion
alta de miR-21 predecia un mal pronéstico (RR=3,1 [1,5-6,1]; p=0,001) y que la recepcién de quimioterapia predecia
resultados de supervivencia mejorados (RR=0,3 [0,1-0,5]; p<0,001) independientemente del resto de covarianzas
clinicas (Tabla 6a).

Tabla 6 — Analisis Univariable y Multivariable de Regresién de Cox de la Expresion miR-21, Recepcién de
Quimioterapia Adyuvante y Supervivencia de Cancer de Sujetos con Adenocarcinoma en Fase I-lII"

Tabla 6a Cohorte de Ensayo de Maryland
Analisis Univariable Analisis Multivariable®
Caracteristica RR (IC del 95 %) valor p RR (IC del 95 %) valor p
Expresion de miR-21°
N=77
Baja 1,0 1,0
Alta 2,6 (1,3-5,1) 0,005 3,1 (1,5-6,1) 0,001
No recibieron
Quimioterapia
Adyuvante 1,0 1,0
Recibieron
Quimioterapia
Adyuvante 04, (0,2-0,8) 0,01 0,3 (0,1-0,5) <0,001
Fase TNM
Il 1,0 1,0
Il 2,8 (1,3-6,0) 0,008 5,4 (2,4-12) <0,001
Localizacion del tumor
Distal 1,0 1,0
Proximal 0,3(0,1-1,0) 0,04 0,2 (0,1-0,8) 0,02
Edad en el momento
de la incorporacion
<50 1,0
>50 1,6 (0,8-3,1) 0,20
Sexo
Mujer 1,0
Hombre 1,2 (0,6-2,3) 0,61
Tabla 6b Cohorte de Validacién de Hong Kong
Andlisis Univariable Andlisis Multivariable®
Caracteristicas RR (IC del 95 %) valor p RR (IC del 95 %) valor p
Expresion de miR-21°
N=119
Baja 1,0 1,0
Alta 2,6 (1,5-4,5) 0,001 3,0 (1,7-5,4) <0,001
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No recibieron

quimioterapia

adyuvante 1,0 1,0

Si recibieron

quimioterapia

adyuvante 07, (0,4-1,2) 0,21 0,4 (0,2-0,8) 0,004
Fase TNM

1 1,0 1,0

1] 3,2(1,7-6,1) 0,001 5,2 (2,6-11) <0,001
Localizaciéon Tumoral

Distal 1,0 1,0

Proximal 0,4(0,2-0,8) 0,02 0,3 (0,1-0,7) 0,007
Edad en el momento

de la incorporacion

<50 1,0

>

-0 1,4(0,7-2,5) 0,32

Sexo

Mujer 1,0

Hombre 1,3 (0,7-2,2) 0,44

La expresién de los microARN se midié con cRT-PCR para la cohorte de Hong Kong. 'Todos los individuos en fase
TNM 1I/1Il con histologia de adenocarcinoma tipico se incluyeron en este analisis. 2Se descubrié que la adicién y la
eliminacion gradual de covarianzas clinicas utilizado en el analisis multivariable se asociaba con supervivencia en
modelos univariable (p<0,10) y los modelos finales solo incluyen las covarianzas que estaban asociadas
significativamente con supervivencia (ensayo estadistico de Wald p<0,05). La expresion alta en tumores de todos

los miARN se definié basandose en el tercil mas alto. La raza no se asocié con mal prondstico.

Los andlisis que utilizaban recaida de cancer como un criterio de valoracién final, en lugar de muerte por cancer,
dieron como resultado asociaciones similares con altos niveles de expresion de miR-21 en tumores que predecian
una recurrencia de enfermedad mas rapida (datos no mostrados).

Un andlisis de combinacion de ambas cohortes dio como resultado asociaciones similares. El andlisis de Kaplan-
Meier demostré que la alta expresién de miR-21 predice un mal pronéstico en cualquiera de los sujetos en fase Il
(p=0,02) o fase Il (p=0,004) (Véase la Figura 6).

La alta expresion de miR-21 predice una mala respuesta a quimioterapia en sujetos en fase Il/1ll (p=0,003) o solo en
sujetos en fase Il (p=0,007). El analisis multivariable de regresion de Cox demostr6 que la alta expresion de miR-21
predecia mal pronéstico (RR=3,0 [1,7-5,4]; p<0,001) y que el tratamiento con quimioterapia adyuvante predecia
supervivencia mejorada (RR=0,4 [0,2-0,8]; p=0,004) independientemente del resto de covarianzas clinicas (Tabla
6b).

Discusiéon

Se analizaron perfiles de microARN en tejidos de cancer de colon usando dos cohortes independientes. Treinta y
siete microARN se expresaron diferencialmente en tejidos tumorales por andlisis de micromatriz de microARN. Los
patrones de expresién de los cinco microARN ensayados se validaron en la cohorte de Hong Kong. El poder
discriminatorio de los cinco microARN para diferenciar entre tejido tumoral y no tumoral indica que, durante la
tumorigénesis, se producen cambios predecibles y sistematicos de los modelos de expresion de microARN y que
probablemente son representativos de la mayoria de los adenocarcinomas esporadicos de colon.

También se encontré que todos los miR- 20a, miR- 21, miR- 106a, miR- 181b y miR- 203 se expresaban a altos
niveles en tumores de colon. Estos cambios en los modelos de expresion de microARN solo pueden asociarse con
cancer de colon o pueden ser la causa hacia la progresién histol6gica para el cancer. Existen evidencias firmes que
sugieren que los cambios en los modelos de expresion de microARN promueven la formacion tumoral,
especialmente para miR-20a y miR-21. miR-20a es parte del grupo de microARN policistrénico miR-1 7-92%,

La sobreexpresion de este grupo potencia la proliferacion celular in vitro® y acelera la formacién de tumores en
modelos animales'®. La expresion forzada del grupo miR-17-92 produce un aumento del tamafo tumoral y
vascularizacién tumoral en ratones regulando negativamente la proteina Tspl anti-angiogénica®. Pruebas
experimentales también sugieren que la expresion aumentada de miR-21 promueve el desarrollo tumoral. miR-21 se
expresa a altos niveles en la mayoria de los tumores sélidos'®%*. La sobreexpresion de miR-21 actia como un factor
anti-apoptotico en células humanas de glioblastoma'. La inhibicion de miR-21 inhibe el crecimiento celular in vivo e
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inhibe el crecimiento celular en modelos de xenoinjerto de ratdén a través de la regulaciéon negativa indirecta del
factor anti-apoptético Bcl-2%°. Estudios realizados en lineas celulares humanas han demostrado que miR-21 también
puede dirigir los genes supresores tumorales PTEN® y TPM1¥". Considerados todos estos datos en su conjunto
confirman una funcién causal para la expresion alterada de microARN durante la tumorigénesis.

Los adenomas representan una fase precursora de adenocarcinoma. Los adenomas expresan altos niveles de miR-
21. Si la expresién aumentada de miR-21 promueve la progresién de tumor de colon, la expresion aumentada en
adenomas puede ser un acontecimiento celular temprano en la progresion a cancer. La inhibicion de la actividad de
miR-21 puede ayudar a prevenir el ascenso tumoral en poblaciones en alto riesgo de cancer de colon, tales como
individuos con poliposis adenomatosa hereditaria®

Por tanto, en el presente documento se presentan pruebas que demuestran una asociacién con modelos de
expresion de microARN con prondstico de cancer de colon y respuesta a quimioterapia adyuvante. Los tumores mas
avanzados expresan niveles mas altos de miR-21. En la cohorte de ensayo de Maryland y en la cohorte de
validacién de Hong Kong, se observd, por separado, una fuerte asociacion con expresion alta de miR-21 en tumores
y mala supervivencia.

En cada cohorte, estas asociaciones eran independientes de las restantes covarianzas clinicas, lo que indica que la
expresion de miR-21 puede ser un indicador de prondstico util, ademas de la estadificacion TNM y otros parametros
clinicos, para ayudar a identificar pacientes con un riesgo mas alto de cancer terminal. Estas observaciones se
realizaron en dos cohortes independientes con composiciones raciales y geograficas muy diferentes. Por lo tanto, es
probable que las observaciones se apliquen generalmente a otras poblaciones.

En ambas cohortes, la expresion alta de miR-21 en tumores se asocidé con una mala respuesta a quimioterapia
adyuvante. Estos resultados pueden ayudar a predecir los beneficios de la terapia en individuos cuyo estado de
expresion miR-21 se conoce. Ademas, si la e dpreslon alta de miR-21 es causal para la mala supervivencia de
pacientes con cancer de colon, los antagomirs®®** u otros agentes terapéuticos antisentido que se dirigen al miR-21
pueden tener beneficios terapéuticos en sujetos con tumores que expresan miR-21 a altos niveles. Esto puede
usarse junto con las terapias actuales para mejorar los resultados de supervivencia.

Los autores de la presente invencion han encontrado diferencias sistematicas en modelos de expresion de
microARN entre tejido tumoral y no tumoral relacionado de cancer de colon. La alta expresién de miR-21 en tumores
predice resultados de mala supervivencia y mala respuesta a quimioterapia adyuvante en dos cohortes
independientes, independientemente de la estadificacion y de otras covarianzas clinicas lo que sugiere que esto
puede ser un biomarcador de diagnéstico Util para adenocarcinomas de colon y prondstico de supervivencia
incluyendo respuesta a terapia.

Métodos
Recogida de tejidos y aislamiento de ARN:

Se recogieron pares de tejidos tumorales primarios de colon y no tumorales adyacentes procedentes de 84
pacientes pertenecientes al Centro Médico de la Universidad de Maryland entre 1993 y 2002, y de 113 pacientes
pertenecientes al Hospital Queen Mary en Hong Kong entre 1991 y 2000. Se recogieron los antecedentes detallados
de cada donante de tejido, incluyendo la edad, sexo, estado clinico, localizacién del tumor, tiempo de supervivencia
desde el diagnostico y recepcién de quimioterapia adyuvante. La hlstopatologla tumoral se clasificé de acuerdo con
la clasificacion de sistemas Tumorales de la Organizacién Mundial de la Salud'. El tejido de adenoma se obtuvo de
la Cooperative Human Tissue Network. Este estudio fue autorizado por el Comité de Evaluacién Institucional de los
National Institutes of Health, el Comité de Evaluacion Institucional de la Universidad de Hong Kong/Hospital Authority
Hong Kong West Cluster y del Comité de Evaluacion Institucional de la Investigacién de Sujetos Humanos en la
Universidad de Maryland.

Aislamiento de ARN y perfilado de microARN:

El ARN se extrajo de los tejidos utilizando métodos convencionales con TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad). El perfilado
de micromatrices del microARN se realizé como se ha descrito anteriormente®. En resumen, se marcaron 5 ug de
ARN total y se hibridaron con cada micromatriz de microARN que contenia cuadruplicados de aproximadamente 400
sondas de microARN humano. Los portaobjetos se exploraron utilizando un escéner LX5K ScanArray de
PerkinElmer. La cRT-PCR de los microARN se realizé usando ensayos Tagman de microARN (Applied Biosystems,
Foster City) de acuerdo con las instrucciones del fabricante con el sistema RT-PCR en tiempo real 7500 (Applied
Biosystems, Foster City). U6B fue el control de normalizacion para todos los experimentos de cRT-PCR. Todos los
ensayos se realizaron por duplicado (miR-20a, miR-203) o por triplicado (miR-21, miR-106a, miR-181b), se
realizaron cRT-PCR para miR-21, miR-106a y miR-181b por AJS, al que se le oculté los resultados de supervivencia
y datos clinicos para los miembros de la cohorte de validacion en ese momento.

Analisis de micromatriz:
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Los datos analizados en esta publicacién se han depositado en la NCBI Gene Expression Omnibus (GEO, http:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) y se accede a ellos a través del nimero de registro de la Serie GEO GSE7828. Los
datos de micromatriz normalizados LOESS se importaron en herramientas de matriz BRB 3.5.0 (http: // linus.nci-
nih.gov/.BRB- ArrayTools.html) y todos los analisis de micromatriz posteriores se realizaron con este programa
informatico.

Se realizaron analisis de micromatriz. Las sondas con valores de error de >20 % de las matrices se eliminaron del
andlisis dejando 230 sondas. El andlisis relacionado, de comparacién de clases, identificé los microARN que se
expresaban diferencialmente en tumores (p<0,001).

Para buscar inicialmente los microARN asociados con mala supervivencia, se analizaron las proporciones de
expresion tumoral/no tumoral (T/N) de los microARN en la cohorte de Maryland usando datos de micromatriz. Las
proporciones de expresion T/N para los microARN se crearon restando los valores de expresién no tumorales logz
de la expresion de tumores logz. Los microARN que carecian de >25 % de proporciones T/N se filtraron dejando
208. Las proporciones de expresion T/N se dicotomizaron clasificando el tercil mas alto como alto y clasificando los
dos terciles mas bajos como bajos (véase Métodos Complementarios). Este valor limite alto/bajo se usé
universalmente en todo el estudio. Los niveles de expresion de microARN tumoral y no tumoral se normalizaron en
lote basandose en la fecha de los experimentos con micromatriz para todos los andlisis de asociaciones con
supervivencia.

Hibridacidn In Situ:

Se realiz6 hibridacion in situ (HIS) con sondas de miR-21 humano, mezclado y U6 (Exigon, Wobum) con una versién
modificada del protocolo del fabricante para tejido incluido en parafina fijado en formalina (FFPE) escrito por W.
Kloosterman (http://www.exigon.com/uploads/.LNA 52- FFPE miRNA in situj,rotocol.pdf) en tejido de colon humano.
Las modificaciones incluyeron el uso de anticuerpo anti-DIG de conejo policlonal conjugado con HRP y el Sistema
de Aplicacion de Sefial GenPoint Tyramide de DakoCytomation (DakoCytomation, Carpinteria) y como sustrato el
VECTOR® NovaRed™ (Vector Laboratories, Burlingame). Se tomaron imagenes en un microscopio Olympus BX40
usando la camara digital Olympus DP70 y el programa informéatico DP controller (Olympus, Champaign).

Analisis estadistico:

Se realiz6 andlisis estadistico. Se utiliz6 la prueba de Wilcoxon de pares relacionados para analizar diferencias en la
expresion de microARN entre tejido tumoral y no tumoral emparejado asi como diferencias entre tejido de adenoma
y no adenoma emparejado en todos los datos de cRT-PCR. Todos los ensayos de tendencia descritos son ensayos
no paramétricos de tendencia entre grupos ordenados. Todos los analisis de Kaplan-Meier se realizaron con
WINSTAT 2001 (R. Fitch Software). El andlisis multivariable de regresiéon de Cox se realizé usando Intercooled Stata
9.2 (StataCorp LP, College Station). Los modelos multivariable finales se basaron en la adicion gradual y retirada de
covariables clinicas que se descubridé que estaban asociadas con una mala supervivencia en modelos univariable
(p<0,10). Se utilizd una estadistica de Wald de p<0,05 como criterio para la inclusion en modelos multivariable
finales. Todos los valores p indicados son bilaterales. Las proporciones de riesgo se indican con intervalos de
confianza del 95 % entre paréntesis. Se realizaron gréaficos de expresion usando Graphpad Prism 4.0 (Graphpad
Software Inc., San Diego),

Analisis de micromatriz adicionales

Las micromatrices utilizadas para este analisis eran micromatrices de microARN aplicado puntualmente (de la
Universidad del Estados de Ohio, Comprehensive Cancer Center, versién 2.0). Las intensidades de cada mancha
eran la mediana de las intensidades del primer plano. Cada una de las 170 micromatrices utilizadas para este
estudio contenia 11520 manchas. Todas las manchas en las que la intensidad del primer plano era menor que el
fondo se reasignaron como NA (NA marca manchas de datos ausentes). Todas las manchas sefnalizadas como
deficientes por el escaner también se reasignaron como NA. Todas las manchas blancas (sin oligo) con una alta
intensidad de primer plano se reasignaron como NA. Cada oligo microARN se representé por manchas
cuadruplicadas en estas matrices como dos pares distantes de dos manchas adyacentes. Si habia de 0 a 1 NA para
un cuadruple oligo, y las medias de los pares oligo distantes diferian en > 1 en la escala logaritmicay, todas las
manchas por cuadruplicado se reasignaban como NA. Si habia 2 NA para un cuédruple oligo y las dos intensidades
de mancha no-NA eran diferentes en > 1 en la escala logaritmicaz, todas las manchas por cuadruplicado se
reasignaron como NA. Si habia 3 manchas NA para un cuédruple, la mancha final se reasignaba como NA. En total,
se reasignaron 1.082.689 de 1.958.400 manchas como NA usando estos métodos. Se realizd normalizacion LOESS
(Atenuacion de la Grafica de Dispersion Localmente Ponderada) usando el paquete informatico R. Después, todos
los datos se importaron en la herramienta de matriz BRB versién 3.5.0 para andlisis y todas las manchas duplicadas
se promediaron. Se usaron originalmente 85 pares de matrices (tejido tumoral y no tumoral emparejado). Se
descubrié después que un caso que se identificé originalmente con un paciente con carcinoma de colon incidente se
habia diagnosticado como carcinoma in situ y se eliminé del andlisis dejando la poblaciéon de estudio con 84 sujetos.
Las listas de los microARN se filtraron para incluir solo los 389 conjuntos de sonda de hsa-miR humano. Se filtraron
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posteriormente para eliminar cualquier conjunto de sonda ausente de mas del 25 % de las matrices, dejando 230
conjuntos de sonda de microARN humano. Se usé analisis de comparacion de clase emparejado para identificar los
microARN que se expresaron diferencialmente entre tejido tumoral y no tumoral emparejado. Para dos microARN
(miR-18 1b y miR-338), dos sondas independientes que median cada uno dieron resultados contradictorios
mostrando una sonda una mayor expresion en tumores y mostrando una sonda una menor expresion en tumores
para cada microARN. Para cada una se descart6 el resultado menos significativo que designé miR-18 1b y miR-388
como tumores enriquecidos. Adicionalmente, la cRT-PCR confirm6 que miR-18b estaba enriquecido en tumores.

Inicialmente se utilizaron perfiles de expresion tumor/no tumor (T/N) para cada microARN para buscar los microARN
que estaban asociados con una mala supervivencia. Para este analisis, se decidi6 dicotomizar todos los datos de
expresion con un limite universal alto y bajo para buscar asociaciones con mala supervivencia. Para determinar que
limite universal alto/bajo usar, se dicotomizaron los datos de expresién T/N de tres maneras distintas y se determind
que método daba el mayor niumero de resultados significativos en la cohorte de ensayo. La alta expresion se
clasifico basandose en mayor que la mediana, el mayor tercil o el mayor cuartil y se evaluaron asociaciones con
estos limites con una mala supervivencia usando analisis de regresién de Cox univariable. De los 37 microARN que
se expresaron diferencialmente en tumores, la alta expresién de cuatro se asocié con una mala supervivencia
basandose en mayor que la mediana, cinco basandose en el mayor tercil y dos basandose en el mayor cuartil
(p<0,05, datos no mostrados). La dicotomizacién basada en el tercil mas alto dio la mayoria de los microARN
asociados con mala supervivencia basandose en estos criterios en la cohorte de ensayo Maryland; por lo tanto, la
clasificacion basada en el tercil mas alto se us6 uniformemente a lo largo de este estudio para analizar asociaciones
entre los niveles de expresién de microARN y un mal pronéstico tanto en la cohorte de ensayo de Maryland como en
la cohorte de validacion de Hong Kong.

Para comparar los niveles de expresién de miR-21 en tumores con prondstico se utilizan micromatrices de
microARN. La sonda de micromatriz utilizada para este analisis fue hsa-miR-21-precl7Nol. Este andlisis requiere
normalizacion discontinua de los datos basada en la fecha del experimento de micromatriz. Para normalizar por
fecha, las matrices que expresan el mayor 1/3 de un microARN determinado se clasificaron como altas para cada
dia por separado. Hasta doce pares de tejido se perfilaron en cualquier dia determinado. Para cualquier dia en el
que se realizaron menos de 10 pares de micromatrices, las matrices realizadas en estos dias se desecharon, dando
como resultado la pérdida de 5 pares de matrices. Después estos datos se combinaron entre si para andlisis de
asociaciones con resultados de supervivencia. Se comprobaron y no se descubrieron diferencias significativas en la
distribucion de frecuencia de edad, sexo, raza, localizacion del tumor, estado de TNM o supervivencia de cancer
entre los grupos clasificados basandose en los datos del experimento con micromatriz (ensayo exacto de Fisher).

Analisis estadistico

Se uso6 regresion de riesgos proporcionales de Cox para analizar el efecto de los niveles de expresién de miR-21 y
otras variables clinicas sobre la supervivencia de los pacientes. Las variables clinicas incluidas eran edad, sexo,
raza, localizacion del tumor, histologia del tumor, recepcion de terapia adyuvante y estadificacion TNM. Para estos
modelos, se ha seleccionado dicotomizar la edad como una edad > 50 frente a una edad < 50 ya que la edad de
exploracion recomendad para el cancer de colon es la edad de 50; la localizacion tumoral se definié como proximal
si el tumor estaba localizado dentro o préximo a la flexura esplénica y distal si el tumor se localizaba dentro o distal
al colon descendente; la estadificacion TNM se dicotomiz6 basandose en la enfermedad metastasica frente a no
metastasica dando como resultado un estado I-l frente a Ill-IV. Un paciente de la cohorte de Maryland murié el dia
de la cirugia dando como resultado un tiempo de supervivencia de 0 meses. Este caso se incluyé en el andlisis de
Kaplan-Meier y se elimin6 del analisis de regresion de Cox ocasionando la diferencia en casos entre la expresion de
miR-21 en tumores para la Figura 2 (n = 72) y el niUmero de casos en la Tabla 4. El andlisis de regresion de Cox (n =
71). Se realizé regresion de Cox univariable sobre cada covariable clinica para examinar la influencia de cada una
en la supervivencia del paciente. Los modelos multivariable finales se basaban en la adicion gradual y retirada de
covariables clinicas que se descubrié que estaban asociadas con una mala supervivencia en modelos univariable
(p<0,10). Se us6 una estadistica de Wald de p<0,05 como criterios para inclusion en modelos de multivariable
finales. Se us6 el modelo de regresion de Cox mas parsimonioso para el modelo multivariable final.

EJEMPLO 2 — RESULTADOS INICIALES

Los miARN se expresan diferencialmente en tumores de colon

Se analizaron perfiles de miARN de 85 pares de tejidos de colon cancerosos y no cancerosos adyacentes usando
micromatrices de miARN. Se observé que los perfiles de expresién de miARN de tumores eran muy diferentes a los
de los tejidos normales lo que sugiere que los mMIARN puede desempefar funciones significativas en la
carcinogénesis de colon. El analisis de comparacion de clases emparejado identificd 27 miARN independientes que
se expresaban diferencialmente en estos tumores (Tabla 7).
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Tabla 7 — los 27 miARN se expresan diferencialmente en tumores de colon en comparaciéon con tejido normal
emparejado. Se descubri6 que 27 miARN se expresaron diferencialmente en tumores usando andlisis de
comparaciones de clases emparejadas en herramientas de matriz BRB 3.4. Se utiliz6 un valor de significacién p
<0,001 como criterio para expresion diferencial que dio como resultado una tasa de descubrimiento falso estimada
de 0,08 %. Aumento se refiere a los miARN que se expresaron a niveles mas altos en tumores mientras que
disminucion indica que los niveles de miARN eran menores en tumores.

Tabla 7 MicroARN Regulado Valor p
positivamente/negativamente
1imiR-331 Disminucién 1,00E-07|
2miR-21 Aumento 1,00E.07|
3miR-34b Disminucion 2,00E-07|
4imiR-342 Disminucion 2,00E-07|
5miR-215 Disminucién 2,20E-05
6/miR-371 Disminucién 7,00E-07|
7miR-373 Disminucién 6,30E-06
8miR-192 Disminucién 7,70E-06
9miR- 148b Disminucién 1,03E-05
10miR-138 Disminucién 1,49E-05
11miR-301 Disminucion 1,85E-05
12miR-338 Disminucion 2,63E-05
13miR-153 Disminucion 2,67E-05
14miR-129 Disminucién 3,20E-05
15/miR-222 Aumento 9,08E-05
16miR-346 Aumento 0,000126
17/miR-204 Aumento 0,000244
18miR-181 b Aumento 0,000263
19|let-7a-2 Disminucion 0,000272
20/miR-106a Aumento 0,000305
21miR-093 Aumento 0,000334
22miR-34c Disminucion 0,000341
23miR-219 Aumento 0,000352
24miR-019b Aumento 0,000364
25miR-210 Aumento 0,000389
26/miR-185 Aumento 0,000516
27miR-1 Disminucién 0,00064

La tasa de descubrimientos falsos, para representar el ensayo de comparaciones mudltiples, fue aproximadamente
del 0,8 % lo que indica que la mayoria, si no todos los miARN, se expresaron diferencialmente y no el resultado de
ensayo de comparaciones multiples. Se encontr6 que once de los miARN tenian niveles de expresion elevados en
tumores mientras que se encontré que 16 de los miARN estaban reducidos en tumores. Ademas, podian usarse
perfiles de miARN para predecir si el tejido era o no tumoral o no tumoral con una precisién de 92 %. Basandose en
2000 permutaciones al azar, la probabilidad de que estas predicciones se produjeran por posible azar era
extremadamente baja (p < 0,0005). Estos resultados muestran que hay diferencias sistematicas en los perfiles de
expresion de miARN entre tumores y tejido normal lo que indica que los perfiles de expresion de miARN se
modifican durante la carcinogénesis de colon.

34



10

15

20

25

30

35

40

ES 2434090 T3

Los perfiles de expresion de miARN globales predicen el prondstico de supervivencia de cancer de colon

Se determino si los perfiles de expresién de miARN predecian la supervivencia de pacientes. Para este analisis se
calcularon las proporciones de expresién de miARN normal frente a tumoral (proporcion T/N) para cada miARN para
cada individuo. El agrupamiento jerarquico no supervisado de todas las proporciones T/N de miARN agrupé a los
individuos en dos grupos arbitrariamente marcados grupo Ay grupo B (Figura 7).

Estos dos grupos difieren significativamente en la estadificacion clinica (p = 0,009; figura 1b) y pronéstico de
supervivencia (p = 0,026; figura 7c).

Esto indica que los perfiles globales de miARN son predictivos de estadificacion clinica y, lo que es mas importante,
prondstico de supervivencia.

Se utiliz6 analisis de regresion de Cox univariable y multivariable para averiguar esta relacion con mas detalle (Tabla
8).

Tabla 8 Andlisis de Regresion de Cox de Perfiles de miARN globales

Se realizaron andlisis de regresién de Cox univariable (parte superior) y multivariable (parte inferior) para demostrar
que los individuos clasificados en el grupo B de miARN tenian un mayor riesgo de morir por cancer de colon. Ni la
edad, el sexo ni la raza eran contribuidores significativos para riesgo de supervivencia. Para los fines de estos
andlisis, la edad se dicotomiz6 en mayor de o menor de 50 y la raza se dicotomiz6 en raza Afro Americana (AA) y

Caucasica
Andlisis Univariable
Variable RR (IC del 95 %) valor p
Grupo B/A 2,6 (1,0-6,3) 0,042
edad = 50/edad < 50 0,62 (0,14 - -2,7) 0,53
Hombre/Mujer 1,4 (0,48 - 4,0) 0,54
AA/Caucasica 1,1 (0,83 -2,3) 0,83
Multivariable, ajustada para edad, sexo y raza

Grupo B/A 2,7(1,1-6,8) 0,034
edad = 50/edad < 50 0,49 (0,11 --2,2) 0,35
Hombre/Mujer 1,5 (0,52- 4,4) 0,45
AA/Caucésica 1,0 (0,45 - 2,2) 0,99

Los individuos del grupo B eran los que tenian un riesgo significativamente mayor de morir de cancer de colon
(razon de riesgo [RR] = 2,6 (p = 0,04)). Este riesgo permanecié significativamente alto después de ajustar con
respecto a edad, etnia y sexo (RR = 2,7; p = 0,03). Estos resultados demuestran el potencial de usar perfiles de
miARN de tumores de colon para predecir el pronéstico. Estos resultados sugieren que los miARN también pueden
desempeniar una funcién en la carcinogénesis de colon.

Los perfiles de miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-16h, miR-203, let-7tg, miR-29a, miR-103-2 y miR-10a
predicen el prondstico de cancer de colon

Se identificaron los miARN individuales cuyos niveles de expresion predecian prondstico de cancer de colon. Se
utilizaron las graficas de supervivencia de Kaplan Meier y analisis de regresién de Cox multivariable en proporciones
T/N para identificar los patrones de expresiéon de miARN que estaban asociados con un mal pronéstico de
supervivencia. Se utilizaron herramientas de matriz BRB para identificar proporciones T/N correlacionadas con una
mala supervivencia (datos no mostrados). Se eligié analizar estos miARN con mayor detalle. También se analizd
cualquier miARN que se expresaba diferencialmente en tumores (p < 0,01). Las proporciones T/N para cada
individuo se dicotomizaron basandose en la mediana o el cuartil mas alto de las proporciones T/N. También se
elimin6 cualquier miARN del andlisis en el que las proporciones T/N estan ausentes en mas de 18 individuos. Se
identificaron al menos 9 miARN, incluyendo miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-16h, miR-203, let-7g, miR- 29a, miR-
103-2 y miR-10a cuyas proporciones T/N predecian pronostico de cancer de colon (Figura 8, Tabla 9).

Analisis de regresion de Cox de proporciones T/N para los miARN individuales
Se realizaron andlisis univariable y multivariable de regresion de Cox para demostrar que las proporciones T/N de

los miARN individuales podrian usarse para clasificar individuos con mayor riesgo de morir por cancer de colon. Las
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proporciones T/N de estos 9 miARN eran indicadores significativos de prondstico de supervivencia independiente de
la estadificacion TNM, edad, sexo y raza. Obsérvese que las diferencias Alto/Bajo para miR-16b, miR-21, miR-29a,
miR-103-2, miR- 106a y miR-203 se clasificaron basandose en la mediana de los valores de proporcién T/N mientras
que let-7g, miR-10a y miR-181b se clasificaron basandose en las proporciones T/N de cuartil mas alto.

Tabla 9: Analisis de regresion de Cox de proporciones T/N para los miARN individuales

Variable RR (IC del 95 %) p= n
Andlisis univariable
miR-21 Alto/Bajo 3,0 (11,3-7,0) 0,01 80
Andlisis multivariable
miR-21 Alto/Bajo 2,8(1,2-6,8) 0,02
edad 2 50/edad < 50 0,46 (0,10 - 2,1) 0,32
hombre/mujer 3,1(0,9-11,0) 0,07
AA/Caucasica 1,2(0,5-2,7) 0,66
Fase lll-IV/ Fase | - Il 4,4(1,6-11,9) 0,004
Andlisis univariable
miR-181b Alto/Bajo 3,4(1,6-75) 0,002 78
Andlisis multivariable
miR-181b Alto/Bajo 3(1,3-8,2) 0,01
Edad = 50/edad < 50 0,39 (0,08 - 1,8) 0,23
Hombre/Mujer 2(0,7-72) 0,17
AA/Caucasica 1,1 (0,5-2,5) 0,82
Fase llI-IV / Fase | - 1l 3,1(1,2-8,1) 0,02
Andlisis univariable
let-7g Alto/Bajo 2,7(1,3-5,9) 0,01 84
Andlisis multivariable
let-7q Alto/Bajo 5(1,1-5,5) 0,03
edad 2 50/edad < 50 5(0,1-24) 0,39
Hombre/Mujer 5(0,5-44) 0,50
AA/Caucasica 3(0,6-29) 0,50
Fase llI-IV / Fase | - 1l 6(1,4-9,2) 0,006,
Variable RR (IC del 95 %) p= n
Andlisis univariable
miR-103-2 Alto/Bajo 2,5(1,1-5,6) 0,03 81
Andlisis multivariable
miR-103-2 Alto/Bajo 3,1(1,3-7,5) 0,01
edad 2 50/edad < 50 0,5(0,1-2,2) 0,36
Hombre/Mujer 1,6 (0,6 - 4,9) 0,38
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AA/Caucasica 0,8(0,4-1,9) 0,69
Fase lll-IV/ Fase | - Il 4,4 (1,7-11,1) 0,002
Variable RR (IC del 95 %) p=
Andlisis univariable
Variable RR (IC del 95 %) p= n
miR-16b Alto/Bajo 4,6 (1,7 -12,5) 0,003 69
Andlisis multivariable
miR-16b Alto/Bajo 5,1 (1,8-15,9) 0,003
edad = 50/edad < 50 0,4 (0,08 - 1,7) 0,20
Hombre/Mujer 3,2(0,8-1,7) 0,12
AA/Caucésica 0,9 (1,9-22,4) 0,003
Fase llI-IV / Fase | - Il 6,5(1,9-22,4 0,003
Variable RR (IC del 95 %) p= n
Andlisis univariable
miR-106a Alto/Bajo 2,6 (1,1-6,1) 0,01 82
Andlisis multivariable
miR-106a Alto/Bajo 2,4(1,0-57) 0,05
edad = 50/edad < 50 0,54 (0,11 --2,5) 0,44
Hombre/Mujer 1,8 (0,5-6,5) 0,34
AA/Caucasica 1,1(0,5-2,5) 0,84
Fase lll-IV /Fase | - 1l 5,4 (1,8-16,0) 0,002
Variable RR (IC 95 %) p= n
Andlisis univariable
miR-203 Alto/Bajo 3,8(1,4-10,5) 0,01 57
Andlisis multivariable
miR-203 Alto/Bajo 3,2(1,1-94) 0,03
edad = 50/edad < 50 1,0 (0,1 --8,1) 0,97
Hombre/Mujer 1,4 (0,4-5,1) 0,61
AA/Caucasica 0,9 (0,4 -2,3) 0,83
Fase lll-IV /Fase | - 1l 3,9(1,3-11,8) 0,02
Variable RR (IC del 95 %) p= n
Andlisis univariable
miR-29a Alto/Bajo 3,1(1,3-7,3) 0,01 77

Andlisis multivariable

37




10

15

20

25

30

35

40

ES 2434090 T3

miR-29a Alto/Bajo 3,2(1,3-7,9) 0,01
edad = 50/edad < 50 0,5(0,1--2,2) 0,35
Hombre/Mujer 2,2(0,6-74) 0,22
AA/Caucasica 0,9(0,4-2,1) 0,76
Fase lll-IV / Fase | - II 4,5(1,7-12,2) 0,003
Variable RR (IC del 95 %) p= n

Andlisis univariable

miR-10a Alto/Bajo 2,7(1,3-5,7) 0,01 84

Andlisis multivariable

miR-10a Alto/Bajo 35(1,5-7,8) 0,003
edad = 50/edad < 50 4(0,1--1,9) 0,26
Hombre/Mujer 7 (0,6 —5,0) 0,34
AA/Caucasica 0 (0,45 -2,3) 0,98
Fase lll-IV / Fase | - II 4,9(1,9-12,2) 0,001

La expresion de miR-21 es elevada en tumores (Tabla 7). Las proporciones T/N de miR-21 también se asociaron
con estadificacion clinica y también con prondstico de supervivencia para pacientes con cancer de colon (Tabla 9,
Figura 8a).

Hubo una tendencia a que los individuos con estadificacion TNM méas avanzada tenian mayores proporciones T/N (p
= 0,034). Las proporciones T/N se dicotomizaron basandose en las medianas de valores para cada uno de los 80
individuos con datos. Los individuos con elevadas proporciones de expresién T/N de miR-21 tenian un peor
prondstico de supervivencia basandose en analisis Kaplan Meier (p = 0,004) lo que sugiere que los tumores que
expresan altos niveles de miR-21 son predictivos de mal prondstico. Estos resultados se analizaron adicionalmente
con analisis de regresion de Cox.

Los individuos con altas proporciones T/N de miR-21 tenian un mayor riesgo con andlisis univariable (RR = 3,0; p =
0,01) y multivariable (RR = 2,8; p = 0,02) ajustando edad, sexo, raza y estadificacion TNM (Tabla 9).

Este resultado sugiere que los niveles de expresién miR-21 pueden ser (tiles como métodos de prediccién de
pronostico y puede proporcionar mdas valor predictivo para el prondstico de supervivencia en comparacnon gon la
estadificacion TNM solo. Se encontré que miR-21 se expresaba diferencialmente en muchos tipos de tumores'?

Los estudios también demostraron que los altos niveles de miR-21 podian conducir a una inhibicién de apoptosis en
células de glloblastoma mientras que la inhibicion de miR-21 puede conducir a un aumento de la proliferacion
celular en células HeLa'®

Los autores de la presente invencién descubrieron que miR-21 se piensa ahora que contribuye a la carcinogénesis
de colon de una manera similar.

Se descubrié que miR-106a elevada en tumores (Tabla 7) y las proporciones T/N de miR-106a estaban asociadas
con un prondstico de supervivencia (Tabla 9, Figura 8b).

MiR-106a es un miembro de una clase de miARN paralogos incluyendo miR- 17, miR- 20, miR- 106a y miR-106h.
Estos miARN son muy similares entre si ya que difieren solo en 1-2 nuclettidos. Debido a su similitud,
probablemente todos tengan similares dianas. De manera interesante, los cuatro de estos miARN muestran modelos
de expresion similares y asociaciones con pronéstico (datos no mostrados). En el presente documento se presentan
asociaciones para miR-106, pero no se descarta formalmente la posibilidad de que cualquiera o todos de los otros
paralogos de miARN contribuyan a esta asociacién. Las proporciones T/N de miR-106a se dicotomizaron basandose
en las medianas de valores para cada uno de los 82 individuos con datos. Los individuos con altas proporciones de
expresion T/N de miR-106a tuvieron un peor pronéstico de supervivencia basandose en el andlisis de Kaplan Meier
(p = 0,013; Figura 8b).

Esto sugiere que los tumores que expresan altos niveles de miR-106a son predictivos de un mal pronéstico de
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supervivencia. Los individuos con proporciones T/N elevadas de miR-106a tenian un mayor riesgo con analisis tanto
univariable (FIR = 2,6, p = 0,01) como Multivariable (RR = 2,4; p = 0,05) ajustando con respecto a edad, sexo, raza 'y
estadificacion TNM (Tabla 7). Por lo tanto, miR-106a puede ser un indicador de prondstico util de prondstico de
cancer de colon independientemente de la estadificacion TNM. De manera interesante, se demostré que el gen
supresor tumoral de retinoblastoma era una diana funcional de miR-106a'?, lo que confirma un mecanismo de cémo
miR-106a puede contribuir mecénicamente a carcinogénesis de colon.

Las sobreexpresion del grupo miR-17-92, que contiene pardlogos de miR-106a, dio como resultado un desarrollo
tumoral acelerado en ratones'®. Esto muestra experimentalmente que los miARN de la familia miR-106a son
capaces de influir en la carcinogénesis, reforzando adicionalmente la hip6tesis de que miR-106a puede contribuir a
la carcinogénesis y progresion tumoral.

Los modelos de expresion de siete miARN adicionales se asociaron con estadificacion clinica y una mal pronéstico
de supervivencia (Tabla 9, Figuras 8c-8i).

Hubo una tendencia a que los individuos diagnosticados con estadificacion TNM mas avanzada tuvieran mayores
proporciones T/N para let-7a (p = 0,010), miR-10a (p = 0,008), miR-16h (p= 0,048), miR-29a (p = 0,005), miR-103-2
(p = 0,033), miR-181h (p = 0,016) y miR-203 (p = 0,016) (Figura 8).

Las proporciones T/N se dicotomizaron basandose en la mediana (miR-16h, miR-29a, miR-103-2, miR-203) o cuartil
mas alto (let-7g, miR-10a, miR-181h) y el analisis de Kaplan Meier revel6 que se encontré que altas proporciones
T/N para cada uno eran indicativos de un mal pronéstico de supervivencia (Figura 8c-8i).

El andlisis de regresién de Cox univariable y multivariable confirmé que altas proporciones T/N de cualquiera de
estos miARN eran indicativos de un mal pronéstico de cancer de colon independientemente de la estadificacion TNM
(Tabla 9). Los modelos de regresion de Cox multivariable que se ajustaron con respecto a edad, sexo, raza y
estadificacion TNM mostraron que altas proporciones T/N para miR-16b (RR = 5,1; p = 0,003), Jet-7g (RR =2,5;p =
0,03), miR-10a (RR = 3,4; p = 0,003), miR-29a (RR = 3,2; p = 0,01), miR-103-2 (RR = 3,1; p = 0,01), miR-181h (RR =
3,2; p=0,01) y miR-203 (RR = 3,2; p = 0,03) eran cada una predictiva de un mal pronéstico de supervivencia. Estos
resultados sugieren que los pacientes con tumores que expresen altos niveles de cualquiera de estos miARN tienen
un mayor riesgo de morir por cancer de colon. Por lo tanto, los niveles de expresion de cualquiera de estos miARN
pueden ser biomarcadores utiles que pueden ayudar a predecir riesgos de supervivencia para pacientes con cancer
de colon independientemente de la estadificacion.

La firma de expresion de miARN de 9 miARNa predice el pronostico de supervivencia:

Se usaron las proporciones T/N para los 9 miARN previamente mencionados para desarrollar una firma de miARN
que pudiera usarse para predecir el pronostico de cancer de colon. Los individuos que no tenian mas de 2 de 9 de
estos valores se excluyeron de este analisis. Un grupo jerarquico de las proporciones T/N de los 9 miARN dio como
resultado una agrupacion de los 78 pacientes restantes en los dos grupos (Figura 9a).

Estos grupos tuvieron prondésticos de supervivencia significativamente diferentes (Figura 9b; p = 0,004). El andlisis
de regresiéon de Cox univariable (RR = 3,2, p = 0,008) y multivariable (RR = 2,8; p = 0,04) demostr6 que la firma de
miARN estaba asociada con un mal prondstico de supervivencia independientemente de la estadificacion TNM
(Tabla 10)

Tabla 10 — Andlisis de regresion de Cox de firma de microARN

Andlisis univariable
Variable RR (IC del 95 %) | valor p
9 miR Grupo B/A 32(1,4-78) 0,008
Multivariable, ajuste por edad, sexo y raza
Variable RR (IC del 95 %) | valor p
9 miR Grupo B/A 2,8(1,0-7,4) 0,043
edad >50/edad <50 | 0,4 (0,08 --1,8) 0,23
Hombre/Mujer 1,9 (0,6 - 6,6) 0,29
AA/Caucasica 0,9(1,4-10,7) 0,82
Fase lll-IV/Fasel-1l | 3,9(1,4-10,7) 0,007

Se realizaron andlisis de regresion de Cox univariable (parte superior) y multivariable (ajustado por edad, sexo, raza
y estadificacion; parte inferior) para demostrar que los individuos clasificados en el grupo B que usaban la firma de
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los 9 miARN tenian un mayor riesgo de morir por cancer de colon. Ni la edad, ni el sexo, ni la raza contribuyeron
significativamente al riesgo de supervivencia. Este riesgo asociado con la asignacion de grupos es independiente de
la estadificacion.

Estos resultados demuestran que las firmas de miARN pueden usarse como un biomarcador para predecir
prondsticos de supervivencia de pacientes con cancer de colon.

Discusion

Los miARN individuales se expresan diferencialmente en tumores de colon'®"® lo que sugiere que la expresion
modificada de estos miARN puede ser parte de los cambios celulares responsables de carcinogénesis de colon.
Ademas de estos hallazgos, en el presente documento se demuestra que los perfiles de expresion de miARN estan
asociados con estadificacion y pronostico de cancer de colon. Por lo tanto, los miARN, analizados individualmente o
como parte de una firma de miARN, pueden usarse como biomarcadores que permitiran a los médicos predecir el
riesgo de supervivencia de los pacientes con mas precision.

Las fuertes asociaciones con las proporciones T/N de miARN con un pronéstico de supervivencia sugieren que la
expresion miARN modificada puede ser parte de una ruta causal en carcinogénesis y progresion de colon. Si la
expresion alterada de cualquiera de estos miARN es causante de carcinogénesis, puede ser posible disefar agentes
farmacéuticos de tipo antagomir que pueden usarse para tratar el cancer. Utilizando el perfilado de miARN y agentes
terapéuticos basados en miARN, puede ser posible disefiar estrategias de tratamientos farmacoldgicos
personalizadas basandose en cuales de estos nueve miARN estan modificados. Adicionalmente, estas estrategias
pueden ser Utiles en la prevencién del cancer de colon en personas que tienen un alto riesgo debido a un riesgo
genéticamente heredado o historial previo de cancer.

Ejemplo 3

Métodos, reactivos y kits para diagnosticar, estadificar, pronosticar, controlar y tratar las enfermedades
relacionadas con cancer de colon.

En una realizacién, se proporciona un método de diagndéstico para evaluar si un paciente tiene una enfermedad
relacionada con cancer de colon o tiene un riesgo mas elevado de lo normal para desarrollar una enfermedad
relacionada con cancer de colon que comprende las etapas de comparar el nivel de expresion de un marcador en
una muestra del paciente y el nivel normal de expresion del marcador en un control, por ejemplo, una muestra de un
paciente sin una enfermedad relacionada con cancer de colon. Un nivel significativamente méas elevado de expresion
del marcador en la muestra del paciente en comparaciéon con el nivel normal es un indicativo de que el paciente
padece una enfermedad relacionada con cancer de colon o tiene un riesgo mayor de lo normal para desarrollar una
enfermedad relacionada con cancer de colon.

Los marcadores se seleccionan de tal manera que el valor predictivo positivo de los métodos es al menos
aproximadamente del 10 %, y en determinadas relaciones no limitantes, aproximadamente del 25 %,
aproximadamente del 50 % o aproximadamente del 90 %. También se prefiere para su uso en los métodos los
marcadores que se expresan diferencialmente, en comparacién con células normales, en al menos dos veces y en al
menos aproximadamente el 20 % y en determinadas realizaciones no limitantes, aproximadamente el 50 % o
aproximadamente el 75 %.

En un método de diagndstico para evaluar si un paciente padece una enfermedad relacionada con cancer de colon
(por ejemplo, nueva deteccion (“exploracion”), detencién de recurrencia, ensayo de reflejos), el método comprende
comparar: a) el nivel de expresion de un marcador en una muestra del paciente y b) el nivel normal de expresién del
marcador en una muestra de enfermedad no relacionada con cancer de colon control. Un nivel significativamente
mas alto de expresion del marcador en la muestra del paciente en comparacion con el nivel normal es una indicacion
de que el paciente padece una enfermedad relacionada con cancer de colon.

También se proporcionan métodos de diagnostico para evaluar la eficacia de una terapia para inhibir una
enfermedad relacionada con cancer de colon en un paciente. Dichos métodos comprenden comparar: a) la
expresion de un marcador en una primera muestra obtenida del paciente antes de proporcionar al menos una parte
de la terapia al paciente, y b) la expresion del marcador en una segunda muestra obtenida del paciente después del
suministro de la parte de la terapia. Un nivel significativo mas bajo de expresion del marcador en la segunda muestra
con respecto a la de la primera muestra es una indicacion de que la terapia es eficaz para inhibir una enfermedad
relacionada con cancer de colon en el paciente.

Se apreciara que en estos métodos la “terapia” puede ser cualquier terapia para el tratamiento de una enfermedad
relacionada con cancer de colon incluyendo, pero sin limitacion, composiciones farmacéuticas, terapia génica y
terapia biologica tal como la administracién de anticuerpos y quimiocinas. Por tanto, los métodos descritos en el
presente documento pueden usarse para evaluar a un paciente antes, durante y después de terapia, por ejemplo,
para evaluar la reduccion de la patologia.
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En determinados aspectos, los métodos de diagndstico se dirigen a terapia usando un agente quimico o biolégico.
Estos métodos comprenden comparar: a) la expresion de un marcador en una primera muestra obtenida del
paciente y conservada en presencia del agente quimico o bioldgico, y b) la expresién del marcador en una segunda
muestra obtenida del paciente y conservada en ausencia del agente. Un nivel significativamente inferior de
expresion del marcador en la segunda muestra con respecto a la de la primera muestra es una indicacién de que el
agente es eficaz para inhibir una enfermedad relacionada con cancer de colon en el paciente. En una realizacién, la
primera y segunda muestra pueden ser partes de una sola muestra obtenida del paciente o partes de muestras
agrupadas obtenidas del paciente.

También se proporciona un método de control para evaluar la progresiéon de una enfermedad relacionada con cancer
de colon en un paciente, comprendiendo el método: a) detectar en una muestra del paciente en un primer momento,
la expresion de un marcador; b) repetir la etapa a) en un momento posterior en el tiempo; y ¢) comparar el nivel de
expresion detectado en las etapas a) y b), y a partir de ahi controlar la progresion de una enfermedad relacionada
con cancer de colon en el paciente. Un nivel significativamente mas alto de expresiéon del marcador en la muestra en
el momento posterior del de la muestra en el primer momento es una indicaciéon de que la enfermedad relacionada
con cancer de colon ha avanzado, mientras que un nivel de expresion significativamente inferior es una indicacion
de que la enfermedad relacionada con cancer de colon ha remitido.

Adicionalmente se proporciona un método de diagnostico para determinar si una enfermedad relacionada con
cancer de colon ha empeorado o es probable que empeoren en el futuro, comprendiendo el método comparar: a) el
nivel de expresién de un marcador en una muestra del paciente y b) el nivel normal de expresién del marcador en
una muestra control. Un nivel de expresién significativamente mas alto en la muestra del paciente en comparacién
con el nivel normal es una indicacién de que la enfermedad relacionada con cancer de colon ha empeorado o es
probable que empeore en el futuro.

También se proporciona un método de ensayo para seleccionar una composicion para inhibir una enfermedad
relacionada con cancer de colon en un paciente. Este método comprende las etapas de: a) obtener una muestra que
comprenda células del paciente; b) mantener por separado alicuotas de la muestra en presencia de una pluralidad
de composiciones de ensayo; c) comparar la expresion de un marcador en cada una de las alicuotas; y d)
seleccionar una de las composiciones de ensayo que reduzca significativamente el nivel de expresion del marcador
en la alicuota que contiene la composicién de ensayo, con respecto a los niveles de expresion del marcador en
presencia de las otras composiciones de ensayo.

Adicionalmente se proporciona un método de ensayo para evaluar el posible dafio de un compuesto ocasionando
una enfermedad relacionada con cancer de colon. Este método comprende las etapas de: a) mantener las alicuotas
separadas de células en presencia y ausencia del compuesto; y b) comparar la expresién de un marcador en cada
una de las alicuotas. Un nivel de expresion significativamente mas alto del marcador en la alicuota mantenida en
presencia del compuesto con respecto al de la alicuota mantenida en ausencia del compuesto es una indicacion de
que el compuesto posee dicho posible dario.

Ademas, se proporciona un método para inhibir una enfermedad relacionada con cancer de colon en un paciente.
Este método comprende las etapas de: a) obtener una muestra que comprenda células del paciente; b) mantener
por separado alicuotas de la muestra en presencia de una pluralidad de composiciones; ¢) comparar la expresion de
un marcador en cada una de las alicuotas; y d) administrar al paciente al menos una de las composiciones que
disminuya significativamente el nivel de expresion del marcador en la alicuota que contiene esa composicién, con
respecto a los niveles de expresiéon del marcador en presencia de las otras composiciones.

El nivel de expresion de un marcador en una muestra puede evaluarse, por ejemplo, detectando la presencia en la
muestra de: la correspondiente proteina marcadora o un fragmento de la proteina (por ejemplo, usando un reactivo,
tal como un anticuerpo, un derivado de anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o un anticuerpo monocatenario, que
se une especificamente con la proteina o el fragmento de proteina) el acido nucleico marcador correspondiente (por
ejemplo, un transcrito de nucleétido o un complemento del mismo), o una fragmento del acido nucleico (por ejemplo
poniendo en contacto polinucleétidos transcritos obtenidos de la muestra con un sustrato que tenga fijado en él uno
0 mas acidos nucleicos que tienen todo o un segmento de la secuencia de acido nucleico o un complemento del
mismo) un metabolito que se produce directamente (es decir, se cataliza) o indirectamente por la proteina
marcadora correspondiente.

Cualquiera de los métodos anteriormente mencionados puede realizarse usando al menos uno o una pluralidad (por
ejemplo, 2, 3, 5 0 10 0 mas) de marcadores de enfermedades relacionadas con cancer de colon, incluyendo
marcadores de enfermedades relacionadas con cancer de colon.

En dichos métodos, el nivel de expresion en la muestra de cada uno de una pluralidad de marcadores, al menos uno
de los cuales es un marcador, se compara con el nivel normal de expresion de cada uno de la pluralidad de
marcadores en las muestras del mismo tipo obtenido a partir de humanos control que no padecen una enfermedad
relacionada con cancer de colon. Un nivel de expresidn significativamente modificado (es decir, aumentado o
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disminuido segun se especifica en los métodos descritos anteriormente usando un solo marcador) en la muestra de
uno o mas marcadores, 0 alguna combinacion de los mismos, con respecto al nivel de control o normal
correspondiente del marcador, es una indicacion de que el paciente padece una enfermedad relacionada con cancer
de colon. Para todos los métodos mencionados anteriormente, el marcador (o marcadores) se selecciona de tal
manera que el valor predictivo positivo del método sea al menos aproximadamente del 10 %.

En otro aspecto, se proporcionan diversos kits de diagndstico y ensayo. En una realizacion, un kit es util para
evaluar si un paciente padece una enfermedad relacionada con cancer de colon. El kit comprende un reactivo para
evaluar la expresion de un marcador. En otra realizacion, un kit es util para evaluar la idoneidad de un agente
quimico o biolégico para inhibir una enfermedad relacionada con cancer de colon en un paciente. Dicho kit
comprende un reactivo para evaluar la expresion de un marcador, y también puede comprender uno o mas de
dichos agentes.

En una realizacion adicional, los kits son Utiles para evaluar la presencia de células con enfermedad relacionada con
cancer de colon o el tr