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DESCRIPCION
Huellas de microARN durante megacariocipoyesis humana
Antecedentes de la invencion

Los microARN (miARN) son una familia no codificante pequefa de ARN de 19-25 nucleétidos que regulan la
expresion génica dirigiéndose al ARN mensajero (ARNm) de una manera especifica de secuencia, induciendo la
represion de la traduccion o degradacion a ARNm dependiendo del grado de complementariedad entre los miARN y
sus dianas (Bartel, D. P. (2004) Cell 116, 281-297; Ambros, V. (2004) Nature 431, 350-355). Se conservan muchos
miARN en secuencia entre organismos lejanamente relacionados, lo que sugiere que estas moléculas participan en
procesos esenciales. De hecho, los miARN estan implicados en la regulaciéon de la expresion génica durante el
desarrollo (Xu, P., et al. (2003) Curr. Biol. 13, 790-795), proliferacion celular (Xu, P., et al. (2003) Curr. Biol. 13, 790-
795), apoptosis (Cheng, A. M., et al. (2005) Nucl. Acids Res. 33, 1290-1297), metabolismo de glucosa (Poy, M. N., et
al. (2004) Nature 432, 226-230), resistencia a la tension (Dresios, J., et al. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102,
1865-1870) y cancer (Calin, G. A, et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 1554-15529; Calin, G. A., et al. (2004)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 11755-11760; He, L., et al. (2005) Nature 435, 828-833; y Lu, J., et al. (2005) Nature
435: 834-838).

Hay pruebas sélidas de que los miARN desempefian un papel en la hematopoyesis de mamiferos. En ratones, se
expresan diferencialmente miR-181, miR-223 y miR-142 en tejidos hematopoyéticos, y su expresion esta regulada
durante la hematopoyesis y el compromiso de linaje (Chen, C. Z., et al. (2004) Science 303, 83-86). La expresion
ectopica de miR-181 en células progenitoras hematopoyéticas murinas condujeron a la proliferacion en el
compartimento de linfocitos B (Chen, C. Z., et al. (2004) Science 303, 83-86). La realizacion de perfiles génicos de
miARN sistematicos en células del sistema hematopoyético murino revel6d diferentes patrones de expresion de
miARN en el sistema hematopoyético en comparacion con tejidos neuronales, e identificaron cambios de expresion
de miARN individuales que se producen durante la diferenciacién celular (Monticelli, S., et al. (2005) Genome
Biology 6, R71). Un estudio reciente ha identificado la modulacién negativa de miR-221 y miR-222 en cultivo
eritropoyéticos humanos de células progenitoras de sangre del codén umbilical CD34’ (Felli, N., et al. (2005) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 102, 18081-18086). Se descubrié que estos miARN se dirigian al oncogén c-Kit. Estudios
funcionales adicionales indicaron que la reduccién de estos dos miARN en cultivos eritropoyéticos desbloquea la
produccion de proteina Kit en el nivel de traduccién lo que conduce a la expansién de células eritroides tempranas
(Fell, N., et al. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102, 18081-18086). En linea con la hipétesis de que los miARN
regulan la diferenciacion celular, se descubrié que miR-223 era un miembro clave de un circuito regulador que
implicaba C/EBPa y NFI-A, que controla la diferenciacion granulocitica en lineas celulares leucémicas
promielociticas agudas tratadas con &cido transretinoico (Fazi, F., et al. (2005) Cell 123, 819-831).

También se han encontrado miARN desregulados en tumores malignos hematopoyéticos. De hecho, el primer
informe que ligaba los miARN y el cancer implicaba la delecion y regulacién negativa del grupo miR-15a y miR-16-1,
localizado en el cromosoma 13q14.3, una regién habitualmente suprimida en leucemia linfocitica cronica (Calin, G.
A, et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 1554-15529). También se indicé alta expresion de miR-155 y el gen
hospedador BIC en linfomas de linfocitos B (Metzler M., et al. (2004) Genes Chromosomes and Cancer 39; 167-
169). Mas recientemente, se ha mostrado que el grupo miR-17-92, que se localiza en una regién gendémica de
amplificacion en linfomas, esta sobreexpresado en linfomas de linfocitos B humanos y la expresion forzada de este
grupo actué conjuntamente con la expresién de c-MYC para acelerar el desarrollo tumoral en un modelo de linfoma
de linfocitos B de ratén (He, L., ef al. (2005) Nature 435, 828-833). El documento WO2005/118806 describe métodos
y composiciones para generar perfiles de miARN y emplear dichos perfiles en la terapia, diagndstico y prondstico de
una serie de canceres tales como leucemia mielégena aguda. Estas observaciones indican que los miARN son
importantes reguladores de la hematopoyesis y pueden estar implicados en la transformaciéon en tumores malignos.

Las plaguetas desemperfian un papel esencial en la hemostasis y trombosis. Se producen en grandes numeros a
partir de sus células parentales, megacariocitos de médula ésea, y surgen de fragmentacion del citoplasma. Solo
recientemente se ha empezado a definir la base molecular de lo que puede convertirse en una gran familia de
trastornos relacionados que afectan a la produccién de plaquetas. Si el nivel de plaquetas en circulacién desciende
por debajo de un cierto nimero (trombocitopenia), el paciente corre el riesgo de hemorragia catastréfica. Los
pacientes con cancer que han recibido quimioterapia o transplantes de médula 6sea habitualmente tienen
trombocitopenia, y la lenta recuperacién del recuento de plaguetas en estos pacientes ha sido preocupante. La
demanda de unidades de plaquetas para transfusién ha aumentado progresivamente principalmente debido a la
necesidad de mantener un cierto nivel de plaquetas en dichos pacientes con cancer o los que se someten a cirugia
cardiaca importante.

La huella de microARN que se expresa diferencialmente en células cancerosas (por ejemplo, células de leucemia)
puede ayudar a determinar miARN especificos que estan implicados en el cancer y otros trastornos (por ejemplo,
trastornos plaquetarios). Ademas, la huella de dianas potenciales de esos miARN puede ayudar a desvela su papel
patogénico. En particular, el descubrimiento de los patrones y secuencia de expresién de miARN durante la
diferenciacion hematopoyética puede proporcionar informacién acerca de los papeles funcionales de estos genes no
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codificantes pequefios en hematopoyesis normal y maligna.

Existe la necesidad de nuevos métodos y composiciones para el diagnéstico, prondstico y tratamiento de cancer,
trastorno mieloproliferativos y trastornos plaquetarios (por ejemplo, trastornos plaquetarios heredados).

Sumario de la invencion

La presente invencién se basa, en parte, en la identificacion de miARN especificos que estan implicados en la
diferenciacién megacariocitica y/o tienen niveles de expresion alterados en células cancerosas (por ejemplo, en
leucemia megacarioblastica aguda (lineas celulares de LMA)). En el presente estudio, se ha investigado la expresion
génica de miARN en cultivos de megacariocitos humanos de progenitores CD34* de médula 6sea y lineas celulares
de leucemia megacarioblastica aguda. Los resultados de este andlisis indican que varios miARN estan regulados
negativamente durante la diferenciacion megacariocitica normal. Los resultados demuestran ademas que estos
miARN se dirigen a genes implicados en megacariocitopoyesis, mientras que otros estan sobreexpresados en
células cancerosas.

En consecuencia, la invencién abarca métodos para diagnosticar LMA en un sujeto (por ejemplo, un ser humano).
De acuerdo con los métodos de la invencion, el nivel de al menos un producto génico de miR en una muestra de
ensayo del sujeto se compara con el nivel de un producto génico de miR correspondiente en un control, en el que el
al menos un producto génico de miR es miR-135, y en el que el control es el nivel del al menos un producto génico
de miR de un sujeto que no tiene LMA. Un aumento en el nivel del producto génico de miR en la muestra de ensayo,
en relacién con el nivel del producto génico de miR correspondiente en la muestra de control, es diagndéstico de
LMA. En una realizacion, el método comprende ademas determinar el nivel de un producto génico de miR adicional
seleccionado del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-106 y miR-20. Se desvelan en el presente
documento métodos adicionales. En los métodos desvelados en el presente documento, el cancer que se
diagnostica o pronostica puede ser una leucemia (por ejemplo, leucemia mieloide aguda (por ejemplo, leucemia
megacarioblastica aguda)) o mieloma multiple. Como alternativa, el trastorno mieloproliferativo puede seleccionarse
del grupo que consiste en trombocitemia esencial (TE), policitemia vera (PV), mielodisplasia, mielofibrosis (por
ejemplo, metaplasia mieloide agnogénica (MMA) (también denominada mielofibrosis idiopatica)) y leucemia
mieldégena crénica (LMC).

También se desvela un método para tratar un cancer y/o un trastorno mieloproliferativo en un sujeto (por ejemplo, un
ser humano). En el método, se administra una cantidad eficaz de un compuesto para inhibir la expresion de al
menos un producto génico de miR seleccionado del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-99a, miR-99-
prec, miR-106, miR-339, miR-99b, miR-149, miR-33, miR-135 y miR-20. El compuesto para inhibir la expresion de al
menos un producto génico de miR inhibe la expresién de un producto génico de miR seleccionado del grupo que
consiste en miR-101, miR-126, miR-106, miR-20 y miR-135. Como alternativa, el compuesto para inhibir la expresién
de al menos un producto génico de miR inhibe la expresion de un producto génico de miR seleccionado del grupo
que consiste en miR-106, miR-20 y miR-135. En los métodos desvelados en el presente documento, el cancer que
se trata puede ser una leucemia (por ejemplo, leucemia mieloide aguda (por ejemplo, leucemia megacarioblastica
aguda)) o mieloma multiple. Como alternativa, el trastorno mieloproliferativo puede seleccionarse del grupo que
consiste en trombocitemia esencial (TE), policitemia vera (PV), mielodisplasia, mielofibrosis (por ejemplo, metaplasia
mieloide agnogénica (MMA)) y leucemia mielégena crénica (LMC).

También se desvela un método para tratar un cancer y/o un trastorno mieloproliferativo asociado con la
sobreexpresion de un producto génico de MAFB en un sujeto (por ejemplo, un ser humano). En el método, se
administra al sujeto una cantidad eficaz de al menos un producto génico de miR o una variante o fragmento
biol6gicamente activo del mismo que se une con, y reduce la expresién de, el producto génico de MAFB. El al
menos un producto génico de miR, variante o fragmento biolégicamente activo del mismo puede comprender una
secuencia de nucledétidos que es complementaria de una secuencia de nucleétidos en el producto génico de MAFB.
El al menos un producto génico de miR puede ser miR-130a o una variante o fragmento biolégicamente activo del
mismo. Los canceres y trastornos mieloproliferativos adecuados para el tratamiento usando este método incluyen,
por ejemplo, los descritos en el presente documento.

También se desvela un método para tratar un cancer y/o un trastorno mieloproliferativo asociado con la
sobreexpresion de un producto génico de HOXAI en un sujeto (por ejemplo, un ser humano). En el método, se
administra al sujeto una cantidad eficaz de al menos un producto génico de miR o una variante o fragmento
biolégicamente activo del mismo, que se une con, y reducen la expresion de, el producto génico de HOXAI. El al
menos un producto génico de miR, variante o fragmento biol6égicamente activo del mismo comprende una secuencia
de nucledtidos que es complementaria de una secuencia de nucleétidos en el producto génico de HOXA1. El al
menos un producto génico de miR puede ser miR-10a o una variante o fragmento biolégicamente activo del mismo.
Los canceres y trastorno mieloproliferativos adecuados para el tratamiento usando este método incluyen, por
ejemplo, los descritos en el presente documento.

También se desvela un método para determinar y/o predecir diferenciacion megacariocitica. En este método, se
determina el nivel de al menos un producto génico de miR en una muestra (por ejemplo, una muestra de un sujeto
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(por ejemplo, un ser humano)) que comprende descendencia megacariocitica y/o megacariocitos. Ese nivel se
compara con el nivel del producto génico de miR correspondiente en un control. Una alteracion en el nivel del al
menos un producto génico de miR en la muestra, en relaciéon con el del control, es indicativa de diferenciacion
megacariocitica. La alteracién puede ser una reduccion del nivel del al menos un producto génico de miR en la
muestra. El al menos un producto génico de miR puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-10a, miR-126,
miR-106, miR-010b, miR-130a, miR-130a-prec, miR-124a, miR-032-prec, miR-101, miR-30c, miR-213, miR-132-
prec, miR-150, miR-020, miR-339, let-7a, let-7d, miR-181c, miR-181b y miR-017. Como alternativa, el al menos un
producto génico de miR se selecciona del grupo que consiste en miR-10a, miR-10b, miR-30c, miR-106, miR-126,
miR-130a, miR-132 y miR-143.

También se desvelan en el presente documento composiciones farmacéuticas para tratar cancer y/o un trastorno
mieloproliferativo. Las composiciones farmacéuticas comprenden al menos un compuesto de inhibicién de la
expresion de miR y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El al menos un compuesto de inhibicion de la
expresion de miR puede ser especifico de un producto génico de miR cuya expresion es mayor en células
cancerosas (por ejemplo, células de leucemia megacarioblastica aguda (LMA)) que en células de control (es decir,
esta regulada positivamente). EI compuesto de inhibicién de la expresion de miR puede ser especifico de uno o mas
productos génicos de miR seleccionados del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-99a, miR-99-prec, miR-
106, miR-339, miR-99b, miR-149, miR-33, miR-135 y miR-20. Como alternativa, el compuesto de inhibicién de la
expresion de miR puede ser especifico para uno o mas productos génicos de miR seleccionados del grupo que
consiste en miR-101, miR-126, miR-106, miR-20 y miR-135. En otra alternativa, el compuesto de inhibicién de la
expresion de miR puede ser especifico para uno o mas productos génicos de miR seleccionados del grupo que
consiste en miR-106, miR-20 y miR-135. La composicién farmacéutica puede comprender ademas al menos un
agente antineoplasico.

Las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden usarse para tratar un cancer
asociado con la sobreexpresién de un producto génico de MAFB y/o un trastorno mieloproliferativo asociado con la
sobreexpresion de un producto génico de MAFB. Dichas composiciones farmacéuticas comprenden una cantidad
eficaz de al menos un producto génico de miR y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en el que el al menos un
producto génico de miR se une con, y reduce la expresion de, el producto génico de MAFB. El al menos un producto
génico de miR puede comprender una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una secuencia de
nucleétidos en el producto génico de MAFB. El al menos un producto génico de miR puede ser miR-130a o una
variante o un fragmento biolégicamente activo del mismo. La composicion farmacéutica puede comprender ademas
al menos un agente antineoplasico.

Las composiciones farmacéuticas puede usarse para tratar un céancer asociado con la sobreexpresion de un
producto génico de HOXA1 y/o un trastorno mieloproliferativo asociado con la sobreexpresion de un producto génico
de HOXA1. Dichas composiciones farmacéuticas comprenden una cantidad eficaz de al menos un producto génico
de miR y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en el que el al menos un producto génico de miR se une con, y
reduce la expresién de, el producto génico de HOXA1. El al menos un producto génico de miR puede comprender
una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una secuencia de nucleétidos en el producto génico de
HOXAA1. El al menos un producto génico de miR puede ser miR-10a o una variante o fragmento biolégicamente
activo del mismo. La composicion farmacéutica comprende ademas al menos un agente antineoplasico.

Diversos objetos y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes para los expertos en la materia a partir de
la siguiente descripcion detallada cuando se lea a la luz de los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado en color. Se proporcionaran copias de esta
patente o publicacion de solicitud de patente con dibujo o dibujos en color por la Oficina tras su peticion y pago de la
tasa necesaria.

Las FIGURAS 1A-1D representan Transferencias de Northern y resultados de PCR de miARN en Tiempo Real, que
validan datos de microplaca de microARN en experimentos de diferenciacién de progenitor CD34.

La FIGURA 1A representa Transferencias de Northern para miR-130a, miR-10a y miR-223. Se realizé un control de
ARN de carga con U6.

La FIGURA 1B es una gréafica que representa RT-miARN-PCR para miR-10a, miR-106, miR-126 y miR-130a. La
expresion de miARN se presenta como un factor de diferencia con respecto a células CD34" antes del cultivo.

La FIGURA 1C es una grafica que representa la expresion temporal de miR-223 por micromatriz.
La FIGURA 1D es una grafica que representa la expresion temporal de miR-15-1 y miR-16-1 por RT-miARN PCR.

Las FIGURAS 2A-2C demuestran que MAFB es una diana de miR-130a.
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La FIGURA 2A representa ARNm de MAFB y datos de expresion de proteinas en progenitores CD34" inducidos a
diferenciacion megacariocitica. Se us6 B actina para RT-PCR y controles de carga de transferencia de Western.

La FIGURA 2B es una grafica que representa la represion relativa de la actividad luciferasa en células MEGO1
cotransfectadas con miR-10a y PGL3 3'UTRMAFB, miR-10a con PGL3 3’'UTR, miR-10a mutado coincidente con
siembra y mezcla con 3UTR MAFB mutado y de tipo silvestre.

La FIGURA 2C representa transferencias de Western de lisados proteicos totales de MAFB en células K562
transfectadas con miR-130a y mezcla.

Las FIGURAS 3A-3G demuestran que miR-10a regulan negativamente HOXA1 mediando en la escision de ARN.

La FIGURA 3A es una grafica que representa los resultados de RT-PCR para expresion génica de HOXA1 en
megacariocitos diferenciados (cantidad relativa de transcrito con respecto a progenitores CD34" en la linea basal.

La FIGURA 3B es una transferencia de Western que muestra la expresién de proteina haxal en megacariocitos
diferenciados.

La FIGURA 3C es una grafica que representa la represion relativa de la actividad luciferasa de plasmido indicador
PGL3 clonado HOXA1 3’ UTR cuando se cotransfecta con miR-10a y mezcla de control.

La FIGURA 3D es un esquema que muestra la complementariedad entre miR-10a y el 3UTR de HOXA1 como se
predice por PICTAR.

La FIGURA 3E representa resultados de RT-PCR para expresion génica de miR-10a en células K562 transfectadas
con precursor de miR-10a y mezcla.

La FIGURA 3F representa resultados de RT-PCR para expresion génica de HOXA1 en células K562 transfectadas
con precursor de miR-10a y mezcla.

La FIGURA 3G es una transferencia de Western que muestra la expresion de HOXA1 en células K562 con miR-10a
precursor y mezcla de control.

Las FIGURAS 4A y 4B muestran resultados de caracterizacion fenotipica de progenitores CD34" diferenciados in
vitro.

La FIGURA 4A representa tinciones de May-Giemsa que se realizaron en preparaciones de cytospin a partir de
progenitores CD34" en cultivo en diferentes dias de cultivo (dia 6, dia 10, dia 12 y dia 14). El dia 4, la mayoria de las
células eran inmaduras, como se demuestra por la alta relacion de nucleo:citoplasma. Se observaron células
mayores y multinucleares el dia 10. El dia 14, se observaron células poliploides, predominantemente mayores, con
largos procesos citoplasmicos y numeras vesiculas de membrana con invaginaciones y vacuolas (aumento original
400X).

La FIGURA 4B representa analisis de FACS de megacariocitos diferenciados in vitro CD34. Se muestra el fenotipo
de membrana de células progenitoras CD34" que se dejan crecer en cultivo. Las células se recogieron los dias 10
(D+10), 14 (D+14) y 16 (D+16) y se analizaron por marcaje fluorescente individual usando un anticuerpo anti CD41,
un anticuerpo anti CD61a, un anticuerpo anti CD42a y sus anticuerpos monoclonales de isotipos respectivos (isotipo
D + 10; isotipo D + 14; isotipo D + 16). Se realizé doble marcaje con Ab monoclonales anti CD41a y CD61b el dia 14
solamente.

La FIGURA 5 es una grafica que representa los resultados de expresion de RT-PCR para miR-20 y miR-17 en
megacariocitos diferenciados. Los resultados se presentan como factor de diferencia con respecto a células CD34"
en la linea basal después de normalizacién con célculos de Ct delta y 18S.

La FIGURA 6A es una grafica que representa la expresion temporal de miR-16-1 durante la diferenciacion
megacariocitica. El valor de expresién absoluto de miR-16-1 se determin6 por una normalizacién de mediana por
microplaca.

La FIGURA 6B es una grafica que representa la expresion temporal de miR-142 durante la diferenciacion
megacariocitica. El valor de expresion absoluto de miR-142 se determind por una normalizacién de mediana por
microplaca.

La FIGURA 6C es una grafica que representa la expresiéon temporal de miR-181b durante la diferenciacion
megacariocitica. El valor de expresion absoluto de miR-181b se determin6 por una normalizacion de mediana por
microplaca.
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La FIGURA 7 es una Transferencia de Northern de ARN total obtenido de células K562 transfectadas con
secuencias de precursor de miR-130a y mezcla hibridadas con la sonda para miR-130a. Se realizé6 un control de
carga de ARN usando hibridacién de U6.

La FIGURA 8 es un esquema que representa microARN que se localizan en los grupos génicos HOYA, HOXB,
HOXC y HOXD.

La FIGURA 9A es una grafica que representa la expresion génica de HOXB4 en megacariocitos diferenciados. Los
resultados de RT-PCR para HOXB4 se muestran como factor de diferencia en el nivel de expresién con respecto a
progenitores CD34" en la linea basal (antes del cultivo).

La FIGURA 9B es una grafica que representa la expresién génica de HOXB5 en megacariocitos diferenciados. Los
resultados de RT-PCR para HOXB5 se muestran como factor de diferencia en los niveles de expresion con respecto
a progenitores CD34" en la linea basal (antes del cultivo).

La FIGURA 10 es una grafica que representa la expresion de microARN en lineas celulares megacarioblasticas
agudas por RT-PCR. Los resultados se expresan como factor de diferencia con respecto a megacariocitos
diferenciados con CD34 después de normalizacién con calculos de Ct delta y 18S.

Descripcion detallada

La presente divulgacion se basa, en parte, en la identificacion de microARN especificos (miARN) que estén
implicados en diferenciacién megacariocitica y/o tienen niveles de expresion alterados en células cancerosas (por
ejemplo, en leucemia megacarioblastica aguda (lineas celulares de LMA)). Se desvela ademas la asociaciéon de
estos miARN con caracteristicas de diagnostico, prondstico y terapéuticas particulares. Como se describe y
ejemplifica en el presente documento:

i) se regula negativamente miARN particular durante la diferenciacion megacariocitica;
ii) el factor de transcripcion MAFB es una diana para miR-130a;

iii) la expresion de miR-10a es paralela a la de la expresion génica de HOXB;

iv) miR-10a regula negativamente la expresion de HOXA1;y

v) esta regulado miARN particular en células cancerosas (por ejemplo, células de leucemia megacarioblastica aguda
(LMA)).

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

La molécula de ARN de 19-25 nucledtidos activa puede obtenerse del precursor de miR mediante rutas de
procesamiento naturales (por ejemplo, usando células intactas o lisados celulares) o por rutas de procesamiento
sintéticas (por ejemplo, usando enzimas de procesamiento aisladas, tales como Dicer, Argonaut, o RNAsa Il
aislada). Se entiende que la molécula de ARN de 19-25 nucleétidos activa también puede producirse directamente
por sintesis bioldgica o quimica, sin tener que procesarse a partir del precursor de miR. Cuando se indica un
microARN en el presente documento por nombre, el nombre corresponde a las formas tanto precursoras como
maduras, a no ser que se indique de otro modo.

Las Tablas 1a y 1b representan las secuencias de nucleodtidos de microARN humanos maduros y precursores
particulares.

Tabla 1a: secuencias precursoras de microARN humano

Nombre del Precursor Secuencia (5’ a 3)* SEC ID N¢

let-7a-1 CACUGUGGGAUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUUUUA |1

GGGUCACACCCACCACUGUGGAGAUAACUAUACAAU
CUACUGUCIMTICOUTAACOTIG
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let-7a-2

AGGUUCGAGUUAGUAGOUUGUAUAGUUUAGAAUUAC
AUCAAGGGAGAUAACUGUACAGCCUCCUAGCULIUC
CU

let-7a-3

GUGUOGAUGOUADUAGOUUGUADAGUUUGGOGUUCUG
CCCUGCUAUCGGAVAACUAUACAAUCUACUGUCUY
uccu )

let-7a-4

GUGACUGCAUGCUCCCAGGUUGAGGUAGUAGGUUG
VAUAGUUUAGAAUUACACAAGGGAGAUAACUGUAC
AGCCUCCUAGCUUUCCUUGGGUCUUGCACUAAACA
AC

let-7b

GGCGGUGUCAGOUAGUAGGUUGUGUGGUUUCAGGG
CAGUGATIQUUGCCCCUCGGAAGAUAACUAUACAAC
CUACUGCCUUCCCUG

let-7¢

GCAUCCGGGUUGAGCGUAGUAGGUUGUAUGUGUUUAG

AGUUACACCCUGGGAGUUAACUGUACAACCUUCUA

GCUUUCCUUGGAGC

let-7d

CUUAGUGAAGAUGUAGUAGGUUGCAUAGUUUDAGGT
CAGGCGAUUUUGCCCACAAGGAGGUAACUAUACGAC
CUGCUGCCUUUCUUAGG

let-7d-v1

CUAGGAAGAGGUAGUAGUUUGCAUAGUUUUAGGGC
AAAGAUUUUGCCCACAAGUAGUUAGCUAUACGACC
UGCAGCCUUUUGUAG ’

let-7d-v2

CUGGCUCGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUIIGGUCOGOU
UGUGACAUUGCCCGCUGUGGAGAUAACUGCGCAAG
CUACUGCCUUGCUAG

let-7e

CCOGGGCUCAGGUAGOAGGUUGUAVAGUUGAGUAC
GACACCCAAGGAGAUCACUAUACGGCCUCCUAGCUL
UCCCCAGG

10

let-7f-1

UCAGAGUUAGUUAGUAGAUUGUAUAGUUGUGGGGU
AGUGAUUUUACCCUGUUCAGGAGAUAACUAUACAA
UCUAUUGCCUUCCCUGA

11

let-7f-2-1

CUGUGGGABGAGGUAGUAGATUGUAUAGUUGUGGG
GUAGUGAUUUUACCCUGUUCAGGAGAUAACUAUAC
AAUCUAUVUGCCUUCCCUGA

12

let-7f-2-2

CUGUGGGAUGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUUUUAGG
GUCAUACCCCAUCUUGGAGAUAACUAUACAGUCUA
CUGUCUUUCCCACQOG

13

let-7g

UUGCCUGAUUCCAGGCUGAGGUAGUAGUUUGUACA
GUUUGAGGGUCUAUGAUACCACCCGGUACAGGAGA
UAACUGUACAGGCCACUGCCUUGCCAGGAACAGCGL
GC

14

let-7i

CUGGCUGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUUGGUCGGGU
UGUGACAUUGCCCGCUGUGGAGAUAACUGCGCAAG
CUACUGCCUUGCUAG

15

miR-1b-1-1

ACCUACUCAGAGUACAUACUUCUUUAUGUACCCAU

AUGAACAUACAAUGCUALUGGAAUGUAAAGAAGUAU
GUAUUUUUGGUAGGC

16

miR-1b-1-2

CAGCUAACAACUUAGUAAUACCUACUCAGAGUACA
UACUUCUUUAUGUACCCAUAUGAACAUACAAUGCU

AUGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAUUTTUUGGUAGGCA
AUA

17
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miR-1b-2

GUCUGCUUGUGUAAACAUACUUCUUUAUAUGCCCAU
AUGGACCUGCUAAGCUAUGGAAUGUAAAGAAGUAU
GUAUCUCAGGCCGGG

miR-16

UGUGUAAACAUACUUCUUUAUAUGUUCCAUAUGGACC
UGCUAAGCUAUGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAUCUC
A

19

miR-1d

ACCUACUCAGAGUACAUACUUCUUVAUGUACLCAU
AUGAACAUACAAUGCUAUGGAAUGUAAAGAAGUAT
GUAUULVUUGGUAGGC '

20

miR-7-1a

UGCGAUGUUGGCCUAGUUCUGUGUGGAAGACUAGUG
AUDUUGUUGUUUUUAGAUAACUAAAUCGACAACAA
AUCACAGUCUGCCAUAUGGCACAGGCCAUGCCUCUA
CA

21

miR-7-1b

UUGGAUGU QGGCCUAGUUCUG‘UGUGQA&G&Q UAGL
GAUUUUGUUGUUUUUAGAUAACUAAAUCGACAACA
AAUCACAGUCUGCCAUAUGGCACAGGCCAUGCCUCU
ACAG

22

miR-7-2

CUGULAUACAGAGUGGACCGGCUGGCCTCAUCLIGGA
AGACUAGUGAUUUUGUUGUUGUCUUACUGCGCUCA
ACAACAAAUCCCAGUCUACCUAAUGGUGCCAGCCAU
CGCA

23

miR-7-3

AGAUUAGAGUGGCUGUGGUCUAGUGCUGUGUGGAA

CACUAGUGAUUUUGUUGUUCUGAUGUACUACGACA

ACAAGUCACAGCCGGCCUCAUAGCGCAGACUCCCUU
CGAC

24

miR-9-1

COUUGUUGLUUUGUUALCUUDOOGUUAUCUAGUUGUA
UGAGUGGUGUGGAGUCUUCAUAAAGCUAGAUAACC
AAAGUAAAAAUAACCCCA

25

miR-9-2

GOAAGCOCAGUUGUUALCUUUGGUUAUCUIAGCUGUIA

UGAGUGUAUUGGUCUUCAUAAAGCUAGAUAACCGA
AAGUAAAAACUCCUUCA

26

miR-9-3

GGAGGCCCGUUUCDCUCULIUGGUUAUCUAGCUIGUA

UGAGUGCCACAGAGCCGUCAL UAG
GAAAGUAGAAAUGCAUUCUCA

27

miR-10a

GAUCUGUCUGUCUUCUGUAUALUACCCUGUAGAUCC

GAAUUUGUGUAAGGAAUUUUGUGGUCACAAAUUCG
UAUCUAGGGGAAUAUGUAGUUGACAUAAACACUCC
GCUCU

28

miR-10b

CCAGAGGUUGUAACGUUGUCUAUAUAUACCCUGUA |
CAACCGAAUDUGUGUGGUAUCCGUAUAGUCACAGA
UUCGAUUCUAGGGGAAUAUAUGGUCGAUGCAAAAA
CUUCA

29

miR-15a-2

ULCUCUAAUUUGUUUUUAAAAAAAAUAAAACCUUGGE
AGUAAAGUAGCAGCACAUAAUGGUIIUGUGGAUUUU
GAAAAGGUGCAGGCCAUAUUGUGCUGCCUCAAAAA
UAC

30

miR-15a

CCUUGGAGUAAAGUAGCAGCACAUAAUGGUUUGTG
GAUUUUGAAAAGGUGCAGGCCAVAUUGUGCUGCCU

CAAAAAUACAAGG

31

miR-15b-1

CUGUAGCAGCACAUCAUGGUUUACAUGCUACAGUC
AAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAG

32

miR-15b-2

UUGAGGCCUUAAAGUACUGUAGCAGCACALICAUGG
UUUACAUGCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUU
GCUGCUCUAGAAAUUUAAGGAAAUIUCAU

33
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miR-16-1

GUCAGCAGUGCCUUAGCAGCACGUAAAUATINIGGOG
UUAAGAUUCUAAAAUUAUCUCCAGUAUUAACUGUG

CUGCUGAAGUAAGGUUGAC

34

miR-16-2

GUUCCACUCUAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUAGU
GAAAUAUAUAUUAAACACCAAUAUUACUGUGCUGC

UUUAGUGUGAC

35

miR-16-13

GCAGUGCCUUAGCAGCACGUAAAUAVTDGGCGUUAA
GAUUCUAAAAUUAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGC

UGAAGUAAGQU

36

miR-17

GUCAGAAUAAUGUCAAAGUGUUUACAGUGCACGGUA
QUGAUAUGUGCAUCUACUGCAGUGAAGGCACUUGU
AGCAUUAUGGUGAC

37

miR-18

UGUUCUAAGCGUGCAUCUAGUGCAGAUAGUUGAAGUA
GAUUAGCAUCUACUGCCCUAAGUGCUCCUUCUGGC

A

38

miR-18-13

UUUGUGUUCUAAGCUGCAUCUAGUGCACGAUAGUGA
AGUAGAUUAGCAUCUACUGCCCUAAGUGCUCCUUC

UGGCAUAAGAA

miR-19a

GCAGUCCUCUGUUAGUUUUGCAUAGUUGCACUACA.

AGAAGAAUGUAGUUGUGCAAAUCUAUGCAAAACUG
AUGGUGGCCUaC

40

miR-19a-13

CAGUCCUCUGUUAGUUUUGCAUAGUUGCACUACAA

GAAGAAUGUAGUUGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
UGGUGGCCUG

miR-19b-1

CACUGUUCUAUUUUUAGUUUUGCAGUUUUGCAUCC
AGCUGUGUGAUAUUCUGCUGUGCAAAUCC
AACUGACUGUGGUAGUG -

42

miR-19b-2

ACAULUGCUACUUACAAUUAGUUUUGCAGUGUVUGCA
UVDUCAGCGUAUAUAUGUAUAUGUGGCUGUGCAAAU
CCAUGCAAAACUGAUUGUGAUAAUGU

43

miR-19b-13

VUCUAUGGUUAGUUUUGCAGGQUUUGCAUCCAGCUG

UGUGAUAUUCLGCUGUGCAAATUCCAUGCAAAACUG
ACUGUGGUAG

44

miR-19b-X

UUACAAUUAGUUUUGCAGGUUUGCAUUUCAGCGUA

VAUAUGUAUAUGUGGCUGUGCAAAUCCAUGCAAAA
CUGAUUGUGAU :

45

miR-20 (miR-20a)

GUAGCACUAAAGUGCUTUAUAGUGCAGGUAGUGUUT
AGUUAUCUACUGCAUUAUGAGCACUUAAAGUACUG
C :

46

miR-21

UUULGUGLUAUGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUG
AAUCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGOGCUGUCUGA
CA ~

47

miR-21-17

ACCUUGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACU
GUUGAAUCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGU
CUGACAUUUUG

48

miR-22

GGCUGAGCCGCAGUAGUUCUUCAGUGGCAAGCUUT

AUGUCCUGACCCAGCUAAAGCUGCCAGUUGAAGAA
CUGUUGCCCUCUGCC -

49

miR-23a

GOCCGULUUGOGGUUUCCUGOGGGAUGGGAUUUGCUUC

CUGUCACAAAUCACAUDGCCAGGGAUUUCCAACCG
ACC

50
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miR-23b

CUCAOQUGUGLUCLLGCUGULVGGGUUCCUGGUAUGT
UGAUUDUGUGACUUAAGAUUA 189 FCCAG
GGAUUACCACGCAACCACGACCUUGGC

miR-23-19

CCACGGCCGGCUGGUGUUCCUGGGGAUGGGAUUUG
CUUCCUGUCACAAAUCACAUUGCCAGGCGAUUUICCA
ACCGACCCUGA

52

miR-24-1

CUCCGQUGCCUACUGAGLCUGAUAUCAGUUCUCAUU
UUACACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGGAG

miR-24-2

CUCUGCCUCCCGURCCUACUGAGCUGAAACACAGUU

GOUUUGUCUACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAQG
GG

miR-24-19

CCCUGGRCUCUGCCUCCCAUGCCUACUGAGCUGAAA

CACAGUUGGUUUGUGUACACUGGCUCAGUUCAGCA
GGAACAGGGG

55

miR-24-9

CCCUCCGGUGCCUACUGAGCUGAUAUCAGUUCUCAU
UUUACACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGCAUC

56

miR-25

GGCCAGUGUUGAGAGGCGGAGACUUGGGCAAUUGC

UGGACGCUGCCCUGGGCAUUGCACUUGUCUCGGUC
UGACAGUGCCGGCC

57

miR-26a

AGGUCGUGLUCUCGUUCAAGUAATUCCAGGAUAGGC
UGUGCAGGUCCCAAUGGCCUAUCUUGGUUACUUGC

ACGGGGACOCGGUCCy

58

miR-26a-1

GUGGCCUCGUUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCUGUGC
AGGUCCCAAUGGGCCUAUUCUUGGUUACUUGCACG
GGGACGC

59

miR-26a-2

VUL UOUOULUUGUAL UCAAGUAAULLAUUA UAGLIUL
GUUUCCAUCUGUGAGGCCUAUUCUUGAUUACUUGU
VUCUGGAGGCAGCU

60

miR-26b

CCOGGACCCAGUUCAAGUAAUTUCAGGAUAGGUUGU
GUGCUGUCCAGCCUGUUCUCCAUUACUUGGCUCGG
GGACCGG

61

miR-27a

CUGAGGAGCAGGGLCUUAGCUGCUUGUGAGCAGGQU

CCACACCAAGUCGUGIIUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
CCCOCAG

62

miR-27b-1

AGGUGCAGAGCUUAGCUGAUUGGUGAACAGUGAUU
GGUUUCCGCUVUGUUCACAGUGGCUAAGUUCUGCA
cCU

miR-27b-2

ACCUCUCUAACAAGGUGCAGAGCUUAGCUGAUUGE
UGAACAGUGAUUGGUUUCCGCUUUGHUCACAGUQGG
CUAAQGUUCUGCACCUGAAGAGAAGGUG

64

miR-27-19

CCUGAGGAGCAGGGCUVAGCUGCUUGUGAGCAGGG
UCCACACCAAGUCGUGUUCACAGUQGQU&&&UQCQ
GCCCCCCAGG

65

miR-28

GOUCCUUGCCCUCAAGGAGOUCACAGUCTUATTUGAG
UUACCUUUCUGACUUUCCCACUAGAUUGUGAGCUC

CUGGAGGGCAGGCACU

66

miR-29a-2

CCUUCUGUGACCCCUUAGAGGAUGACUGAUTDUCUU
UUGGUGUUCAGAGUCAAUAUAAUUUUCUIAGCACCA
UCUGAAAVCGGUIAUAAUGAUUGGGGAAGAGCACC
AUG

67

10
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miR-29a

AUGACUGAUUUCUUUUGGUGUUCAGAGUCAAUAUA
AUUUUCUAGCACCAUCUGAAAUCGGUUIAU

68

miR-29b-1

CUUCAGGAAGCUGGUUUCAUAUGGUGGUUUAGAUU

UVAAAUAGUGAUUGUCLAGCACCAUTTUGAAAUCAGL
GUUCUUGGGGE

69

miR-29b-2

CUUCUGGAAGCUGGUUUCACAUGGUGGCUUAGAUU

UUUCCAUCUUUGUAUCUAGCACCAUUUGAAAUCAG
UGUUUUAGGAG

70

miR-29¢c

ACCACUGGCCCAUCUCUUACACAGGCUGACCGAUUU
CUCCUGGUGUUCAGAGUCUGUUUUUGUCUAGCACC
AUUUGAAAUCGA UGAUGUAGGGGGAAAAGCAG
CAGC

71

miR-30a

GCGACUGUAAACATUCCUCGACUGGAAGCUGUGAAG
CCACAGAUGGGCUUUCAGUCGCGAUGUULIGCAGCUG
C

72

miR-30b-1

AUGUAAACAUCCUACACUCAGCUGUAAUACATUGGA
UUGGCUGGGAGGUGGAUGUUUACGU

73

miR-30b-2

ACCAAGUUUCAGUUC UA UCCUACACIICA
GCUGUAAUACAUGGAUUGGCUGGGAGGUGGAUGUU
UACUUCAGCUGACUUGGA

74

miR-30¢c

AGAUACLUGUAAACAUCCUACACUCUCAGCUGUGGA
AAGUAAGAAAGCUGGGAGAAGGCUGUUUACUCUUU
cu

75

miR-30d

GUUGUUGUAAACAUCCCCGACUGGAAGCUGUAAGA
CACAGCUAAGCUUUCAGUCAGAUGUUUGCUGCUAC

76

miR-30e

CUUUAAALAUCLUUUALUUUAAUCULUAAGULUGUU
CAGAGGAGCUUUCAGUCGGAUGUUUACAG

77

miR-31

GUAUGAGUAUGCAAGAUGCUGGCAUAGCUGUUGAAC
UGGGAACCUGCUAUGCCAACAUAUUGCCAUCUUUC
C

78

miR-32

GAAGAUAUUGCACAUUACUAAGUUGCAUGUUGUCA
CGGCCUCAAUGCAAUUUAGUGUGUQUGAUAUULUUC

79

miR-33b

UOUUUULLCUAUALGAGUCOUULGUUCCCUOUGUUIGCALS
UGCUGUUGCAUUGCACGUGUGUGAGGCGGGUGCAG
UGCCUCGGCAGUGCAGCCCGGAGCCGGCCCCUGGCA
CCAC

80

miR-33b-2

ACCAAGUUUCAGUGCAUGU&AAQAUQCUACACUQ&
GCUGUAAUACAUGGAUUGGCUGGGAGGUGGAUGUU
UACUUCAGCUGACUUGGA

81

miR-33

CUGUGLUOCAUUGUAGULIGOCAUUGCAUGUUCUGGU
GOUACCCAUGCAAUGUUUCCACAGUGCAUCACAG

82

miR-34-a

GGCCAGCUGUGAGUGUUUCUUUGGCAGUGUCUUAG
CUGGUUGUUGUGAGCAAUAGUAAGGAAGCAAUCAG
CAAGUAUACUGCCCUAGAAGUGCUGCACGUUGUGG

GGCCC

83

11
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miR-34-b

GUULULUUUUUGUAGUCAGUGUCAUUAGCUGAUUG
UACUGUGGUGGUUACAAUCACUAACUCCACUGCCA

UCAAAACAAGGCAC

84

miR-34-c

AGUCUAGUUACUAGGCAGUGUAGUUAGCUGATUGC
UAAUAGUACCAAUCACUAACCACACGGCCAGGUAA

AAAGAUU

miR-91-13

UCAGAAUAAUGUCAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
UGAUAUGUGCAUCUACUGCAGUGAAGGCACUUGUA

GCAUUAUGGUGA

86

miR-92-1

CUVUCUACACAGLGUUGGCAUCOGUUGCAAUGCUGU

GUUUCUGUAUGGUAUUGCACUUGUCCCOGGCCUGUT
GAGUUUGG

87

miR-92-2

UCAUCLCUGUUUGGGUAUUUGUUGUCAVUACULGUG
UUCUAUAUAAAGUAUUGCACULGUCCCAGCCUGUG
GAAGA

88

miR-93-1 (MiR-93-2)

CUGGGGGCUCCAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAGUG
UGAUUACCCAACCUACUGCUGAGCUAGCACUUCCCG
AGCCCCCGG

89

miR-95-4 AACACAGUGGGCACUCAAUAAAUGUCUGUUGAAUU |90
GAAAUGCGUUACAUUCAACGOGUAUUUATUUGAGCA
CCCACUCUGUG

miR-96-7 91

UGGCCCGAUUUUGGCACUAGCACAUUIUUGCUUGUG
VUCUCUCCGCUCUGAGCAAUCAUGUGCAGUGCCAAU

AlIGGGAAA

miR-97-6 (miR-30%)

GUGAGCGACUGUAAACAUCCUCGACUGGAAGCUGU
GAAGCCACAGAUGGGCUUUCAGUCGGAUGUUUGCA
GCUGCCUACU

92

miR-98

GUGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUUGUGGGGUAGGGA
UAUUAGGCCCCAAUUAGAAGAUAACUAUACAACUU
ACUACUUUCC

miR-99b

GGCACCCACCCGUAGAACCGACCUUGCOGGGCCUUC
GCCGCACACAAGCUCGUGUCUGUGGAEUCCGUGUC

94

miR-99a

CCCAYUGGCAUAAACCCGUAGAUCCGAUCUUGUGG
UGAAGUGGACCGCACAAGCUCGCUUCUAUGGGUCU

GUGUCAGUGUG

95

miR-100-112

AAGAGAGAAGAUAUUGAGOCCUGUUGCUACAAACT
COUAGAUCCGAACUUGUGGUAUUAGUCCGCACAAG
CUUGUAUCUAUAGGUAUGUGUCUGUUAGGCAAUCU
CAC

96

miR-100-11

CLUGUUGCUCALAAACUCULAUADLUUAACUULIUI
UAVUAGUCCGCACAAGCUUGUAUCUAUAGGUAUGU

GUCUGUUAGG

97

miR-101-1/2

AGGCUGCCCUGGCUCAGUUAUCACAGUGCUGAUGC

UGUCUAUUCUAAAGGUACAGUACUGUGAUAACUGA
AGGAUGGCAGCCAUCUUACCUUCCAUCAGAGGAGC

CUCAC

98

miR-.101

UCAGUUAUCACAGUGCUGAUGCUGUCCAUUCLIAAA
GGUACAGUACTIGUGATIAACIIGA

12
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miR-101-1

UUCCUUDUIGLUULCAGUUAUCACAUUGLUUGAUULUGUL
UAUUCUAAAGGUACAGUACUGUGAUAACUGAAGGA
UGGCA

100

miR-101-2

ACUGUCCUUUUUCGGUUAUCAUGGUACCOAUUCUG
UAUAUGUGAAAGGGACAGUACUGUQ&UAAQUGAAG
AAUGGUGGU

101

miR-101-9

UGUCCUUUUUCGGUUAUCAUGGUACCGAUGCUGUA,

UAUCUGAAAGGUACAGUACUGUGAUAACUGAAGAA
UGGUG

102

miR-102-1

CUULUUGAAGULUUG UUUCACAVUUUGULUUAUAUY
UUUCCAUCUUUGUAUCUAGCACCAUUUGAAAUCAG
UGUUUUAGGAG

103

miR-102-7.1 (miR-102-7.2)

CUUCAUUAAGUUGUUUUCAUAVUULULUUUAUAUY

UAAAUAGUGAUUGUCUAGCACCAUUUG ﬂAﬁﬁQAQQ
GUUCUUGGGGG

104

miR-103-2

VUGUGCUUUCAGCUUCUUUVACAGUGCUGCCUUGUA,

GCAUUCAGGUCAAGCAACAUUGUACAGGGCUAUGA
AAGAACCA

105

miR-103-1

UACUGCCCUCGGCUUCUTTUACAGUGCUGCCUUGUU

GCAUAUGGAUCAAGCAGCAUUGUACAGGGCUAUIGA
AGGCAUUG

106

miR-104-17

AAAUGUCAGACAGCCCAUCGACUGGUGUUGCCAUG
AGAUUCAACAGUCAACAUCAGUCUGAQAAGCU&CC
CGACAAGG

107

miR-105-1

VOUGCAUCGUGGUCAAAUGCUCAGAL UCCUGUGEU
GGCUGCUCAUGCACCACGGAUGUUUGAGCAUGUGC
UACGGUGUCUA

108

miR-105-2

VGUGCAUCGUGGUCAAAUGCUCAGACUCCUGUGGU
GGCUGCUUAUGCACCACGGAUGUUUGAGCAUGUGC
UAUGGUGUCUA

109

miR-106-a

CLUUGGUCAUGUAAAAGUGLUVACAGUULCAGUUAL
CUUUDUGAGAUCUACUGCAAUGUAAGCACUUCUUA
CAUUACCAUGG

110

miR-106-b

CCUGCCOOGOUGCUAAAGUGCUGACAGUGCAGAUAGU
GGUCCUCUCCGUGCUACCGCACUGUGGGUACUUGCU
GCUCCAGCAGG

111

miR-107

CUCUCUGCUUUCAGCUUCUUUACAGUGUUGCCUUG
UGGCAUGGAGUUCAAGCAGCAUUGUACA GGGCUAU
CAAAGCACAGA

112

MIR-108-1-PEQUENO

ACACUGUAAGAACAAUAAGGAUUVUUUUAGUGGLCAUU
AUGACUGAGUCAGAAAACACAGCUGCCCCUGAAAG
UCCCUCAUUUUUCUUGCUGU

113

MIR-108-2-PEQUENO

ACUGCAAGAGCAAUAAGGAUUUUUAGGGGCAUUAU
GAUAGUGGAAUGGAAACACAUCUGCCCCCAAAAGU
CCCUCAUUUU

114

miR-122a-1

CLCUUAGLAUAGUUULUUAUUGUUGACAA ULLIUGUUY
GUGUCUAAACUAUCAAACGCCAUUAUCACACUAAA
UAGCUACUGCUAGGC

115

13
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miR-122a-2

AUGCUGUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGUGUCCAAA
CUAUCAAACGCCAUUAUCACACUAAAUAGCU

116

miR-123

ALAUUAUUACUUUUGGUALULGUUUUUAUCACUUCA
AACUCGUACCGUGAGUAAUAAUGCGC

117

miR-124a-1

AGULCLCLUCUCUCULCHUGUUCACAGCGUGACCUUGAUU

UAAAUGUCCAUACAMG&W
CAAGAAUGGGGCUG

118

miR-124a-2

AUCAAUAUUAUAULLUCUUCUCUCUUGUGUULACAU
CGGACCUUGAUUUAAUGUCAUACAAUUAAGGCACG
cGGUCAAUGCCAAGAGCGGAGCCUACGGCUGCACU
UGAAG

119

miR-124a-3

uuauuuuuuuuuuuuuuuuULALAULuuAbLUUUA
UUUAAUGUCUAUACAALUAAGGCACGCG
CCAAGAGAGGCGCCUCC

120

miR-124a

CUCUGCUUGUUCALCAGCGUACCUUGAUUUAALGUC
UAUACAAUUAAGGCACGCGGUGAAUGCCAAGAG

121

miR-124b

CUCUCCGUGUUCACAGCGGACCUUGAUUUAATUGUC
AUACAAUUAAGGCACGCGGUGAAUGCCAAGAG

122

miR-125a-1

UGCCAGUCUCUAGGUCCCUGAGACCCUUUAACCUCIT
GAGGACAUCCAGGGUCACAGGUBAGGUUCUUGGGA
GCCUGGCGUCUGGCC

123

miR-125a-2

GUULLCUUUAUALCLUUUAALCUUULIALDUALAULCA
GOGUCACAGGUGAGGUUCUUGGGAGCCUGG

124

miR-125b-1

UGCGCUCCUCUCAGUCCCUGAGACCCUAACLIUIGUGA
UGUUUACCGUUUAAAUCCACGGGUUAGGCUCUTUGG
GAGCUIGCGAGIICGUGCT

125

miR-125b-2

AUCCAUALUUUUCCUAGULLCUUAUALUULUAACUUGY
GAGGUAUUUUAGUAACAUCACAAGUCAGGCUCUUG
GGACCUAGGCGGAGGGGA

126

miR-126-1

CUCUGGLUALGUUALAVUAUUALUU UUODUALOLG
CUGUGACACUUCAAACUCGUACCGUGAGUAAUAAU
GCGCCGUCCACGGCA

127

miR-126-2

ACAUUVAUUACUUTUGGUACGCGCUGUGACACUUCA
AACUCGUACCGUGAGUAAUAAUGCGC -

128

miR-127-1

VOUUAULCALUU UL UUCAULLUULUOAAUL UL ATAL
GGCUCUGAUUCAGAAAGAUCAUCGGAUCCGUCUGA,
GCUUGGCUGGUCGGAAGUCUCAUCAUC

129

miR-127-2

CLAGCLUULUUAAGLULAUAGUULULUUAUUCAGA
AAGAUCAUCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCUGGUCGG

130

miR-128a

UUALL VLU UUBUAUULUULULLUUAULAL UUTULUGA
GAGGUUUACAUUUCUCACAGUGAACCGGUCUCUUU
UUCAGCUGCUUC

131

14




ES 2446 362 T3

miR-128b

GCCCGGCAGCCACUGUGCAGUUGBUAAGGUULGLCG
AUACACUGUACGAGAGUGAGUAGCAGGUCUCACAG
UGAACCGGUCUCUVUCCCUACUGUGUCACACUCCUA
AUGG

132

miR-128

VU UUGAUULUUUU LU UAUUAUULULUUALAULUEUU
UACAUUUCUCACAGUGAACCGGUCUCUUUUUCAGC

133

miR-129-1

UUGAULCUUUUUOCULUC UUGHLCUUGCUGUDCCUCU
CAACAGUAGUCAGGAAGCCCUUACCCCAAAAAGUA
UCUA

134

MIR-129-2

UGULCLUULATUUAA UL U UL DO DU UL DUIL
UGUACAUAACUCAAUAGCCGGAAGCCCUUACCCCAA
AAAGCAUUUGCGBAGGGCAO

135

miR-130a

UGCUGCUUGCCAGAUCUCUHUUUCACAUUGUGUUAL
UGUCUGCACCUGUCACUAGCAGUGCAAUGUUAAAA
GGOCAUUGGCCGUGUAGUG

136

miR-131-1

ULCAUUAULLLUUUUUUUUUGUUAULGUUUGUUUAY
CUAGCUGUAUGAGUGGUGUGGAGUCUUCAUAAAGC
UAGAUAACCGAAAGUAAAAAUAACCCCAUACACUG
CGCAG

137

miR-131-3

CALUUUULUUUAULUUUAG VUL UAATUUTAILLLY
UUUCUCUCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGAGUGCCA

CAGAGCCGUCAUAAAGCUAGAUAACCOAAAGUAGA
AAUG .

138

miR-131

GUUGUUAUCUUUGOUUAUCUAGCUGUAUGAGUGUA
UUGGUCUUCAUAAAGCUAGAUAACCGAAAGUAAAA
A

139

miR-132-1

COGCCCCCUCUUCUCCAGGGCAACCHUGUGUUUUCGA
UUGUUACUGUGGGAACUGGAGGUAACAGUCUACAG
CCAUGGUCGCCCCGCAGCACGCCCACGCGC

140

miR-132-2

UUULAACLUUGULCUUUCUAUUGLDUALCUGUUGUAAL
UGGAGGUAACAGUCUACAGCCAUGGUCGCCC

141

miR-133a-1

ALAAUULULUULUAUAULUUUUAAAAUUUAAUCAA.
AUCGCCUCUUCAAUGCAUUUGGIICCCCUUCAACCAG
CUGUAGCUAUGCATILGA

142

miR-133a-2

GUGGAGCCAAAUGCUUUGCUAGAGCUGGUAAAAUGO
AACCAAAUCGACUGUCCAAUGGA GOUCCCCUD
CAACCAGCUGUAGCUGUGCAUUGAUGGCGCCG

143

miR-133

UCUAGAGCUGUUAAAAUGUAACCAAAUCGLCUCUD
CAAUGGAUUUGGUCCCCUNIICAACCAGCUGUAGC

144

miR-133b

CLULCAUAAUAAAUAUGLCLCLCUULUCUGUC UGUUCA
AACGGAACCAAGUCCGUCUUCCUGAGAGGULUUGGU

CCCCUUCAACCAGCUACAGCAGGGCUGGCAAUGCCC
AGUICCINTIGGRIALGA

145

MIR-133B-PEQUENO

GCCLCLUBOCULULGLUGGUCAAACUGAALCAAGULC
GUCUUCCUGAGAGGUUUGGUCCCCUUCAACCAGCU
ACAGCAGGG '

146

miR-134-1

CAGGUUGUGUGACUGGUUGACCAUAUUGUCAUGCA
CUGUGUUCACCCUGUGGGCCACCUAGUCACCAACCC
e

147

15
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GUGAUUCUACUGCUCACUCAUAHAGGGAUUGSAGC
COTTRGNGCACNGNARANACA

miR-134-2 ACQGGUGUGUEUCACUIGUEUTUGACCAGAGOOGCAUGCAT 148
UGUGUUCACCCUGUGGGCCACCUAGUCACCAACCCU
miR-135a-1 APULLULULUOU DL UULUA UL ULV UUAU UL DALY 149

miR-135a-2 (miR-135-2)

AT AUAAAUVVL ALV UAAATLAI W UL S U TINTL LTV ST U AT
LCCUAUGUGAUAGUAAUAAAGUCUCAUGUAGGGAU
GGAAGCCAUGAAAUACAUUGUGAAAAAUCA

150

miR-135

UUULUUUUUALULL LIUUAUUCUALUGLUUU
ACUCAUAUVAGGCGAUUGGAGCCGUGG

151

miR-135b

CALUCUUICUBUOUUUYAY UL UUUUALIUUUU A UL
DGAUUGCUGUCCCAAACUCAUGUAGGGCUAAAAGC
CAUGGGCUACAGUGAGAGGCGAGCUCC

152

miR-136-1

UGAGCCCUCUUAGUGACUCCAUUUGUUUUGAUGALUG
GAUUCUUAUGCUCCAUCAUCGUCUCAAAUGAGUCU
UCAGAGGGUUCU

153

miR-136-2

GAGCGACUCCAUTUUGUUUUGAUGAUGGAUUCUUAUG
CUCCAUCAUCGUCUCAAAUGAGUCUUC

154

miR-137

CUUCGGUGACGOGUAUUCUUGGGUGGAUAAUACGG
AUUACGUUGUUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAGUCG
AGG

155

miR-138-1

CCCUGGCAUGGUGUGGUGGGGLAGCUGUGUGUT]

AAUCAGGCCGUUGCCAAUCAGAGAACGOCUACUUC
ACAACACCAGGROCACACCACACTIACAGH

156

miR-138-2

CUUUGLUGCAULHGCUGUUGUGAAUCAGGLCUACG
AGCAGCGCAUCCUCUUACCCGGCUAUUUCACGACAC
CAGGGUUGCAUCA

157

miR-138

CAGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCGACGAGCAGCGC
AUCCUCUUACCCGGCUAUUUCACGACACCAGGGUUG

158

miR-139

GUGUAUUCUACAGUGCACGUGUCUCCAGUGUGGCT
CGGAGGCUGGAGACGCGGCCCUGUUGGAGUAAC

159

miR-140

UUUQULUL UL ULU U UGG UOGC AU UG U UUU AL
CUAUGGUAGGUUACGUCAUGCUGUUCUACCACAGG
GUAGAACCACGGACAGGAUACCGQGGCACC

160

miR-140as

VCLUUCCAGUULLUUUUACCCUAUGUUALIGUUAUGU
CAUGCUGUUCLACCAC UAGAACCACGGACAG
GA .

161

miR-140s

CCUGCCAGUGGUUUUACCOUAUGUUAGGUUACGUC
AUGCUGUUCUACCACAGGGUAGAACCACGGACAGG

162

miR-141-1

LUUULUULLL VUUUULCAULU ULCAU UALAYUUU UL
SAUGGUCUAAUUGUGAAGCUCCUAACACUGUCU:
UAAAGAUGGCUCCCGGGUGOGUUC

163

miR-141-2

GGGUCCAUCUUCCAGUACAGUGUUGGAUGGUCUAA
UUGUGAAGCUCCUAACACUGUCUGGUAAAGAUGGC
CC ‘

164

16
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miR-142

ACCCAUAAAGUAUAAAUCACUACUAACAGCACUUG
AGGGUGUAGUGUUUCCUACUDUAUGGAUG

165

miR-143-1

OLUOLAGUCOULLUUGULULUUAUUL UOGAUUUDGUCAILAIC
UGCAUCUCUGGUCAGUUGGGAGUCUGAGAUGAAGC
ACUGUAGCUCAGGAAGAGAGAAGUUGUUCUGCAGC

166

miR-143-2

CCUGAGUUGCAGLLGCUGCAUCUCUQUUCAGULGOU
AGTUICTIGAGATIGAAGCACTIOTTAGCIICAGG

167

miR-144-1

UGGGGCCCUGGCUGGGAUAUCAUCAUVAUACUGUAA

GUUUGCGAUGAGACACUACAGUAUAGAUGAUGUAC
UAGUCCGEGCACCCCC

168

miR-144-2

GGCUGLGGAUAUCAUCAUAUACUGUAAGUUUGCGAU
GAGACACUACAGUAUAGAUGAUGUACUAGUC

169

miR-145-1

CACCUUGUCCUCACGUUCCAGUUILUCCOUAGGAALICT
CUUAGAUGCUAAGAUGGGGAUUCCUGGAAAUACUG
HICTUIGAGOUCATGGHU

170

miR-145-2

LULALULLULLAUL U D ULLL AU A A ULAA UL ALUAUWIL
UAAGAUGGGGAUUCCUGCAAAUACUGUUCUUGAG

171

miR-146-1

CCGAUGUGUAUCCUCAGCUULGAUAACUGAADUCT
AUGGAUUGUGUCAGUGUCAGACCUCUGAAAUUCAG
UUCUUCAGCUGGGAUAUCUCUGUCAUCGU

172

miR-146-2

AGCUUULGAG UGAAUUCCAUGGGUUGUGUCAGU
GUCAGACCUGUGAAAUUCAGUUCUUCAGCU

173

miR-147

AAULUAAAUACAACAUUUCGUUCACALAUALUAIAL
UAUGGAAGCCAGUGUGUGGAAAUGCUUCUGCUAGA
L1 8] ‘

174

miR-148a (miR-148)

GAGGCAAAGUUCUGAGACACUCCGACUCUGAGUAU
GAUAGAAGUCAGUGCACUACAGAACUUUGUCUC

175

miR-148b

LAAUUAUUAUUAULAUUUUAUUUUGAAULLULULWUUA
UACACUCAGGCUGUGGCUCUCUGAAAGUCAGUGCA
UCACAGAACUUUGUCUCGAAAGCUUUCUA

176

MR-148B-PEQUENO

AAGCACGAUUAGLAUUUGAGGUGAAGUUCUGUUAU
ACACUCAGGCUGUGGCUCUCUGAAAGUCAGUGCAU

177

miR-149-1

GCCOGCGCLCCAGCHCUGGCUCCEUGHCUUCACUCE
CGUGCUUGUCCGAGGAGGGAGGCBAGGGACGGGGGC

178

miR-149-2

UGUGCUGGGGCAGCUGGA
GCUCUGGCUCCOUGUCUUCACUCCCGUGCUUGUCCG

179

miR-150-1

AGGAGGGAGGGAGGGAC
CUCCCCAUGGCCCUGLCUCCCAACCCUUGUACCAGL

180

miR-150-2

GCUGGGCUCAGACCCUGGUACAGGCCUGGGGGACA
GGGACCUGGGGAC

181

17
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miR-151 CCCUGUCUCCCAACCCUUGUACCAGUGCUGGACUCA (182
GACCCUGGUACAGGCCUGGGGGACAGGG

MIR-151-2 UUUCCUGCCCUCGAGGAGCUCACAGUCUAGUAUGU 183
CUCAUCCCCUACUAGACUGAAGCUCCITIGAGGACAG
3 _

miR-152-1 UGUCCCCCCCGGCCCAGGUUCUGUGAUACACUCCGA (184
CUCGCGUCUCUGGAGCAGUCAGUGCAUGACAGAACU
UGGGCCCGGAAGGACC

miR-152-2 GGCCCAGGUUCUGUGAUACACUCCGACUCGOGLUCY  |185
GGAGCAGUCAGUGCAUGACAGAACUUGGGCCCCGG

miR-153-1-1 CUCACAGLUGLUCAGULUCAUUWUUGUUAUCUGUAL 186
CUAGUAUUCUCACUCCAGUUGCAUAGUCACAAAAG
UGAUCAUUGGCAGQUGUGGC

miR-153-1-2 UL ULULUCUCLLUCALAULUUOLCABULUUA UG A 187
CAAAAGUGAUCAUUGGCAGGUGUGGCUGCUGCAUG

miR-153-2-1 ALUEUUGOUL AL DG ULALUU UL UG AU U AR 188
UAGUAAUAUCGAGCCCAGIUUGCAUAGUCAC G
GAUCAUUGGAAACUGUG

miR-153-2-2 CAGUGUCAUUUVUUGUGAUGUUGCAGUUAGUAAUAY 189
GAGCCCAGUUGCAUAGUCACAAAAGUGAUCAUUG

miR-154-1 GUGGUACUUGAAUGAUAGOUUAUCCGUGUUGCCUUC 190
GCUUUAUUUGUGACGAA CAﬂAﬂ COCUUGACCUA
UUUUUCAGUACCAA

miR-154-2 3 CG CUYCGCUUUAUUU 191
GUGACGAAUCAUACACGGUEGACQQAQUUUU

miR-155 CUGLUAAUGCUAAUCGUGAVAGGGGUUUUUGLCUC 192
CAACUGACUCCUACAUAUUAGCAUUAACAG

MIR-156 = MIR-| CCUAACACUGUCUGGUAAAGAUGGCUCCCGGRUGH 193

gg;ﬁéf‘m’\/’/ENTO GUUCUCUCGGC&GUAACCUUC&GGGAGCCCUGAAG

ACCAUGGAGGAC

MIR-158-PEQUENO
MIR-192

UGCCGAUALUUAUUGCAUAGGUCUCUUACUUAUUGAAL,

UUGACAGCCAGUGCUCUCGUCUCCCCUCUGAECUGCC
AAUUCCAUAGGUCACAGGUAUGUUCGCCUCAAUGC
CAGC

194

MIR-159-1-PEQUENO

UCCLCUULCCLUUUUAACAUCAACUUCAUGUGUAAGLUG
CCCACUGGUUCCAGUGGOGCUGCUGUUAUCUGGGG
CGAGGGCCA

195

MIR-161-PEQUENO

AAAGCUGGOUUGAGAGGUGUGAAAAAGUAUGAGUUG
ACUGGUCUGGGCUACGCUAUGCUGCGGCGCUCHGG

196

MIR-163-1B-PEQUENO

CAUUGGCOCUCCUAAGCCAGRGAUUGUGGGUUCGAG
UCCCACCCGGGGUAAACGAAAGGCCGAAUU

197

MIR-163-3-PEQUENO

CCUAAGCCAGGGAUUGUGGGUUCGAGUCCCACCUG
GGGUAGAGGUGAAAGUUCCUUUUACGGAAUUUUUU

198

18
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miR-162

CAAUGUCAULUAGUGUCUUALULAUUAULUAAAUA UL
GGCGUUAAGAUUCUAAAAUUAUCUCCAGUAUUAAC
UGUGCUGCUGAAGUAAGGUUGACCAUACUCUACAG
uuG '

199

MIR-175-PEQUENO=MIR
-224

GOGCUUUCAAGUCACUAGUGGUUCCGUUUAGUAGA
UGAUUGUGCAUUGUUUCAAAAUGGUGCCCUAGUGA
CUACAAAGCCC

200

MIR-177-PEQUENO

ALULCAACUUOULLUAAULUUALCULALOUALLAL AL

AAACCUCCAGUGGAACAGAAGGGCAAAAGCUCAUU

201

MIR-180-PEQUENO

CALUGUGUCACUUUCAUDUUUGAUGUUULCAALGAGUCLC
UUCCUGGUUCACCGUCUCCUUUGCUCUUCCACAAL

202

miR-181a

AUGAAGUUCUAUUAUUUCAGUUUCUUUAUAGUUALUUUA

AGGAACAUUCAACGCUGUCGGUGAGUUUGGGAUUU
GAAAAAACCACUGACCGUUGACUGUACCUUGGGGU

CCUUA

203

miR-181b-1

CCUGUGCAGAGAUUAUUUUUUAAAAGUGUCACAAUC
AACAUUCAUIGCUGUCGGUGGGUUGAACUGUGUGG
ACAAGCUCACUGAACAAUGAAUGCAACUGUGGCCC
CGCUU

204

miR-181b-2

LCUGAVUUUUGLALUCAAUALULA UL UGULUUL
GOQUUUGAGUCUGAAUCAACUCACUGAUCAAUGAAU
GCAAACUGCGGACCAAACA

205

miR-181c

CUUAAAAUUUGLUUAAGUUUUUUGUUUAALAUUCAS,
CCUGUCOGUGAGUUUGGGCAGCUCAGGLAAACCAL
COACCGUUGAGUGGACCCUGAGOCCUGGAAUUGCC
AUCCU :

206

miR-182-as

UAGLUGU BUGCLUCGUCLLUCUHUUULULIGUAA UUGUA,
GAACUCACACUGQUGAGGUAACAGGAUCCGGUGGU

UCUAGACUUGCCAACUAUGGGGCGAGGACUCAGCC
GGCAC

207

miR-182

VUULUBUCA A VUG UAUAACUCACACUGUUUAGGUA
ACAGGAUCCGGUGGY AGACUTIGCCA UGG

208

miR-183

CUBUAGAGUUUUAG UCCUGUUC UGG YA UUULAUL
GGUAGAAUUCACUGUGAACAGUCUCAGUCAGUGAA
VUACCGAAGGGCCAUAAACAGAGCAGAGACAGAUC
CACGA

209

miR-184-1

CCAGUCACGUCCCCUUAUCACUUUUCCAGCCCAGCU
VUGUGACUGUAAGUGUUGGACGGAGAACUGAUAAG
GGUAGGUGAUUGA '

210

miR-184-2

CCUUAUCACUUUUCCAGCCCAGCUUUGUUGALUGUA
AGUGUUGGACGGAGAACUGAUAAGGGUAGG

211

miR-185-1

AGUGGOGUGCCAGUGAUUGGAGAGAAAGGCAGUUCCUG
AUGGUCCCCUCCCCAGGGGCUGGCUUUCCUCUGGUC
CUUCCCUCCCA

212

miR-185-2

ALUGAUUVGUAUAGAAAUUCAGUUCCUGAUGGULLC
CUCCCCAGGGGCUGGCUUUCCUCUGGUCCUU

213

19
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miR-186-1

VECUUGUAALUUUUCAAAUAA UL UCCUTUITILICHAH
UUUCUGGUUUUAUUUUAAGCCCAAAGGUGAAUUUU
UUGGGAAGUUUGAGCU

214

miR-186-2

ACUUUCCAAAGAATUICTCCUUUUGGGCUTTUCUGEY
UUUAUUUUAAGCCCAAAGGUGAAUUUUUUGGGAAG

U

215

miR-187

UUUCOUUUUCALUAUUALCALAUUVUUUAUAL VUGG
CUACAACACAGGACCCGGGGCGCUGCUCUGACCCCU
COUCUCUUGUGUUGCAGCCGGAGGGACGCAGGUCC
aCA

216

miR-188-1

UGCUCCCUCUCUCACALCCCUUGCAUGGUGGAGGUY
GAGCUUUCUGAAAACCCCUCCCACAUGCAGGGUUU
GCAGGAUGGCGAGCC

217

miR-188-2

UCUCACAUCCCUUGCAUGGUGGAGGGUGAGCUUUC
UGAAAACCCCUCCCACAUGCAGGGUUUGCAGGA

218

miR-189-1

CUGUCGALUGUEACCCGLLLUCCUEULLUUACUGAGL
UGAUAUCAGUUCUCAUUUUACACACUGGCUCAGUU
CAGCAGGAACAGGAGUCGAGCCCUUGAGCAA

219

miR-189-2

CUCCGGUGCCUACUGAGCLIGAUAUCAGUIUICUCAUU
VUACACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGGAG

220

miR-190-1

UGCAGGCCUCUGUGUCAUAUGUUUGAUAUAUUAGG
UUGUUAUUUAAUCCAACUAUAUAUCAAACAUAUUC
CUACAGTIGTICITIGO

221

miR-190-2

CUGUGUGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGUUGUUAUUU
AAUCCAACUAUAUAUCAAACAUAUUCCUACAG

222

miR-191-1

CUULUUUALALLLUOULAALUUAAUULUUA AR ALILALS
CUGQUUGUCUCCAGAGCAUUCCAGCUGCGCUUGGAU
VUCGUCCCCUGCUCUCCUGCCU

223

miR-191-2

AULULUULAALUIUA AR AUAAAALILALLUOUUIULU
CCAGAGCAUUCCAGCUGCGCUGGGAUUUCGUCCCCU
GCU

224

miR-192-2/3

CLUUAUALLUALUUUAUCAGUUUVLUUALUUAUUAAU
UGACAGCCAGUGCUCUCGUCUCCCCUCUGGCUGCCA

AUUCCAUVAGGUCACAGGUAUGUUCGCCUCAAUGCC
Afi

225

miR-192

UULUAUGALUUAUUUCACAGUUCULUUAUUUALUGAA
UUGACAGCCAGUGCUCUCGUCUCCCCUCUGGCUGCC

AAUUCCAUAGGUCACAGGUAUGUUCGCCUCAAUGC
AGE

226

miR-193-1

COAGGAUUGUAGLUGAGGUCUGGGUCLIUUGCGEAEC
GAGAUCGAGGGUGUCGGAUCAACUGUCCUACAAAGU
CCCAGUUCUCGGCCCeca

227

miR-193-2

OLUGGUUCULUGCGUUCUAGAUGAGOGUGUCGOAU
CAACUGGCCUACAAAGUCCCAGU

228

miR-194-1

AUGGUGUUAUCAAGUGUAACAGCAACUCCAUGUIGH
ACUGUGUACCAAUUUCCAGUGGAGAUGCUGUUACU
VUUGAUGGUUACCAA

229

20
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miR-194-2

CGUGUAACAGCAACUCCAUGUGGACUGUGUACCAAU
UUCCAGUGGAGAUGCUGUUACUUUUGAU

230

miR-195-1

AULCUUCCCUGGUUCUAGCAUUCACAUGAAAUAUUGEC
ACAGGGAAGCGAGUCUGCCAAUAUUGGCUGUGCUG
CUCCAGGCAGGGUGGUG

231

miR-195-2

UALCACGUCAUAUWAAALALTULIGUAG A LI0ILY

CUGCCAAUAUUGGCUGUGCUGCU

232

miR-196-1

CUAUAULUVLUUAAUVUUAALUGUUUAGUGAAUUAUY
UAGUUUCAUGUUGUUGGGCCUGGGUUUCUGAACAC
AACAACAUUAAACCACCCGAUUCACGGCAGUUACU
GCUCCc

233

miR-196a-1

UUUAAUYALLUALUUULAULUUULIMSUUU UUUUU
UUCUGAACACAACAACAUUAAACCACCCGAUUCAC

234

miR-196a-2 miR-196-2)

UGCUCGCUCAGCUGAUCUGUGGCUUAUGUAGUUUC
AUGUUGUUGGGAUUGAGUUUUGAACUCGGCAACAA,
GAAACUGCCUGAGUUACAUCAGUCGOUUULCGUCG
AGGGC :

235

miR-196

GUGAAULAGGUAGUUUCAUGUUIGUUGGGCCUGGGU
UUCUGAACACAACAACAUUAAACCACCCGAUUCAC

236

miR-196b

ALULGULGU UGA U UUAUUUALDU UUUUG UG LIUGU
GAUCCACCUUUCUCUCGACAGCACGACACUGCCUUC
AUUACUUCAGUUG

237

miR-197

GUCUGUGLCULUUAGAGAGUUCAUUGUUAGUUAAU
AGCUCUUCACCCUUCACCACCUUCUCCACCCAGCAU
GGCC '

238

MIR-197-2

LUGLAUUUUGLIA DUUAUGUGUULGAUGUULAUUUGLIA,
UGUGUADUGAGUGCAUGCGUGUGUGC

239

miR-198

UUAUULUULLALALIIUIAUAUALIIUUCGUBUGAUY
UUUCCUUCUUCUCUAUAGAAUAAADUGA

240

miR-199a-1

GUCAALCUAGUGUUCAGACUALUUUDUCAGUAUGU
UCUCAAUGUGUACAGUAGUCUGCACAUUGGUUAGG
C

241

miR-199a-2

AGGAAGCUUCUGGAGAUCCUGCUCCGUCGCCCCAGU
GUUCAGACUACCUGUUCAGGACAAUGCCGUUGUAC

AGUAGUCUGCACAUUGGUUAGACUGGGCAAGGGAG
AGCA

242

miR-199b

CCAGAGGACACCUCCACUCCGUCUACCCAGUGUUUA
GACUAUCUGUUICAGGACUCCCAAAUUGUACAGUAG

UCUGCACATTUGGUUAGGCUGGGCUGGGUUAGACCC
vUCcags

243

miR-199s

GUCAACCCAGUGUUCAGACUACCUGUUCAGGAGGC

UCUCAAUGUGUACAGUAGUCUGCACAUUGGUUAGG
C

244

miR-200a

GCCGUGGCCAUCUUACUGGGCAGUCAUVUGGAUGGAG
UCAGGUCUCUAAUACUGCCUGGUAAUGAUGACGGC

245

21
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miR-200b

CCAGCUCGGUGUAGUCGUGGLCAUCUUACUGGGCAGC
AUUGCAUGGAGUCAGGUCUCUAAUACUGCCUGGT
AUGAUGACGGCGGAGCCCUGCACG

246

miR-200c

LULULGUCUUALLUAGLAGUGUUUGLGUULULIUU
GGAGUCUCUAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGAGA

247

miR-202

LUUULCCUUULUCLCUAUGLAUAUAGCUULUULUGAUUAU
CUGGCCUAAAGAGGUAUAGGGCAUGGGAAGAUGGA
aGe

248

miR-203

CFOLH U A LI OO U U ATV LI U LD
UAACAGUUCAACAGUUCUGUAGCGCAAUUGUGAAA

UGUUUAGGACCACUAGACCCGGCGAGCACGGCGAC
AGOGA

249

miR-204

GUOCUACAGUCUUUCUUCAUGUGACUCGUGGACLILIC
CCUVUGUCAUVCCUAUGCCUGAGAAUAUAUGAAGGA
GGCUGGGAAGGCAAAGGGACGUUCAAUUGUCAU
CUGGC :

250

miR-205

AAAGAUUUUUAUAUAAUCCAUGUUCUUcucbUGgg
CUUCATICCACCAGAGUCUGUCUCAUACCCAACCAG

AUUUCAGUGGAGUGAAGUUCAGGAGGCAUGGAGCU
GACA

251

miR-206-1

UGCUUCCCGAGGCCACAUGCUUCUUUAUAUCCCCAL

AUGGAUUACUUUGCUALGGAAUGUAAGGAAGUGUG
UGGUIIUCGGCAAGUG

252

miR-206-2

AGGCCACAUGCUUCUUUVAUAUCCCCAUAUGGAULIA
CUUGCUAUGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGGUUUU

253

miR-208

UGACOUOGCUAGCULLUOGUCCLUUGUUUVAUACCUGAU

GCUCACGUAUAAGACGAGCAAAAAGCUUGUUGGUC
A

254

miR-210

ACLLUULAUUUCLCULCAGUUUCALGUUAUULLLCUUL
CCACCGCACACUGCGCUGCCCCAGACCCACUGUGCG
UGUGACAGCGOCUGAUCUGUGCCUGGGCAGCGCGA
oee

255

miR-211

UCACCUGGLCAUGUGACUUGUGGGCUUCCCUUUGU
CAVCCUUCGCCUAGGGCUCUGAGCAGGGCAGGGAC
AGCAAAGGGGUGCUCAGUUGUCACUUCCCACAGCA

AT

256

miR-212

CGGGGCACCCCGUCCGGACAGCGCGUCLGLACCUUG
GCUCUAGACUGCUUACUGCCCGGGCCGCCCUCAGUA
ACAGUCUCCAGUCACGGCCACCGBACGCCUGGCCCCG
e .

257

miR-213-2

CCUGUGCAGAGAUUAUUUUDUAAAAGUUCACAAUC
AACAUUCALTUGCUGUCGAUGGGUUGAACUGUGUGG
ACAAGCUCACUGAACAAUGAAUGCAACUGUGGCCC
CGCuuU

258

miR-213

GAGUUUUGAGGUUGCUUCAGUGAACAUUCAACGCU
GUCGGUGAGUUUGGAAUUAAAAUCAAAACCAUCGA
CCGUUGAUUGUACCCUAUGGCUAACCAUCAUCUAC
ucce

259

miR-214

GULCCUGGLUGGACAGAGUUGUCAUGUGUCUGCCUG
UCUACACUUGCUGUGCAGAACAUCCGCUCACCUGUA
CACGCAGGCACAGACAGGCAGUCACAUGACAACCCAG
ccu : -

260
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miR-215

AUCAUUCAGAAAUGGUAUACAGGAAAAUGACCUAU
GAAUUGACAGACAAUAUAGCUGAGUUUGUCUGUCA
UUUCUUUAGGCCAAUAUUCUGUAUGACUGUGCUAC
UUCAA

261

miR-216

GAUGGCUGUGAGUUGGCUUAAUCUCAGCUGGCAAC
UGUGAGAUGUUCAUACAAUCCCUCACAGUGGUCUC
UGGGAUUAUGCUAAACAGAGCAAUUUCCUAGCCCU
CACGA

262

miR-217

AGUAUAAUUVAUVUACAUAGUUULUCGAUGLUCUCAGAL

ACUGCAUCAGGAACUGAUUGGATTAAGAAUCAGUCA
CCAUCAGUUCCUAAUGCAUUGCCUUCAGCAUCUAA

AMAAM

263

miR-218-1

GUGAUAAUGUAGUGAGAVUUUCUGLUGLGOUUGART
CUAACCAUGUGGUUGCGAGGUAUGAGUAAAACAUG
GUUCCGUCAAGCACCAUGGAACGUCACGCAGCUUUC
UACA

264

miR-218-2

CACCAGUCGCUGCGGGGCUUUCCULUGUGCUUGAU
CUAACCAUGUGGUGGAACGAUGGAAACGGAACAUG

GUUCUGUCAAGCACCGCGGAAAGCACCGUGCUCUCC
TIGCA

265

miR-219

CCGCCLCCGGGCCGCGGCUCCUGATTUGUCCAAACT
AUUCUCGAGUCUAUGGCUCCGGCCGAGAGUUGAGU
CUGGACGUCCCGAGCCGCOGCCCCCAAACCUCGAGC
GaG

266

miR-219-1

CCGCCCCGGGCCGCGGCUCCUGAVUGUCCAAACGOA
AUUCUCGAGUCUAUGGCUCCGGCCGAGAGUUGAGU

CUGGACGUCCCGAGCCGCCGCCCCCAAACCUCGAGC
GGG

267

miR-219-2

ACUCAUGGULUUCOCUACUGAUUGUCCAAACUCAA
UUCUUGUACGAGUCUGCGGCCAACCGAGAAUUGUG
GCUGGACAUCUGUGGCUGAGCUCCGGE

268

miR-220

GACAGUGUGGCAUUGUAGGGCUCCACACCGUAUCU
GACACUDUGGGCGAGGGTCACCAUGCUGAAGGUGUU
CAUGAUGCGQUCUGGGAACUCCUCACGGAUCUUAC
UGAUG

269

miR-221

UCGAACAUCCAGGUCUGGOGCAUGAACCUGGCAUAC

AAUGUAGAUUUCUGUGUUCGUUAGGCAACAGCUAC
AUUGUCUGCUGGGUUUCAGGCUACCUGGAAACAUG

UUBCuC

270

miR-222

ULULBLULUUAAVUIVUUAGUUAUUCUCAAUGUUUCAU
UAGCCAGUGUAGAUCCUGUCUUUCGUAAUCAGCAG

CUACAUCUGGCUACUGGGUCUCUGAUGGCAUCUUC
UAGCU

271

miR-223

CCUGUCLCULCUGCAGUGCCACGCUCCGUGUAUUUGA
CAAGCUGAGUUGGACACUCCAUGUGGUAGAGLIGUC
AGVUUGUCAAAUACCCCAAGUGCGGCACAUGCUUA
CCAG

272

miR-224

GGOGCUUUCAAGUCACUAGUGGUUCCGUUUAGUAGA
UGAUUGUGCAUUGUUUCAAAAUGGUGCCCUAGUGA
CUACAAAGCCC

273

MIR-294-1 (CHR16)

CAAUCUUCCUUUAUCAUGGUAUUGAUUJUUCAGUG
CUUCCCUUUUGUGUGAGAGAAGAUA

274

miR-296

AGGACCCUUCCAGAGGGCCUCCCCUCAALUCCUGUUG
UGCCUAAUUCAGAGGGUUGGGUGGAGOCUCUCCUG
AAGGGCUCU

275
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miR-299

AAGAAAUGGUUUACCGUCCCACAUACATUUUUGAAU
AUGUAUGUGGGAUGGUAAACCGCUUCUY

276

miR-301

ACUGCUAACUGAAUGCUCUGACUUUAUUGCACUACU
GUACUUUACAGCUAGCAGUGCAAUAGUAUUGUCAA
AGCAUCUGAAAGCAGG

277

miR-302a

CCACCACUUAAACGUGGAUGUACUUGCUUUGAAAC
UAAAGAAGUAAGUGCUUCCAUGUUUUGGUGAUGG

278

miR-302b

GCUCCCUUCAACUUUAACAUGGAAGUGCUTIUCTIGU

GACUUUAAAAGUAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAGG
AGU

279

miR-302c

CCUVUGCUUUAACAUGGGUOGUACCUGCTIGUGUGAA
ACAAAAGUAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGGAGG

280

miR-302d

CCUCUAGUUVUAACAUGUAGUCACUUGCUGUGACAU
GACAAAAAUAAGUGCUUCCAUGUUUGAGUGUGG

281

miR-320

LUV LAR UL LA UCUATHCL U UL L UL A AA UL LA UL

CCGGAGUCGGGAAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGAAA
AAGGALIGAGGU

282

miR-321

UUGULCUCCHAAGUCCAGGUA UUGUGGEHEU
CCACCCGOGGUAAAGAAAGGCCGA

UG

283

miR-323

WLGGUACUUGOAGAGAGOUGUUCCGUGGOGUGLIUC
GCUUUAUUUVAUGGCGCACAUUACACGGUCGACCUC
VUUGCAGUAUCUAAUC

284

miR-324

CUGACUAUGUCUCUULOCAUCOUOUAGOGECALTUILICGU

GUAAAGCUGGAGACCCACUGCCCCAGGUGCUGCUG
GOGGUUGUAGUC

285

miR-325

AUACAGUGCUUGGUUCCUAGUAGGUGUCCAGUAAG
UGUUUGUGACAUAAUUUGUUUAUUGAGGACCUCCU
AUCAAUCAAGCACUGUGCUAGGCUCIGH

286

miR-326

CUCAUCUGUCUGUUGGGCUGGAGGCAGGGCCUIUG
UGAAGGCGGGUGGUGCUCAGAUCGCCUCUGGGCCC
VUCCUCCAGCCCOGAGGCGGAUUCA

287

miR-328

UGGAGUGGGGGGGCAGGAGGGGCUCAGGGAGAAAG

UGCAUACAGCCCCUGGCCCUCUCUGCCCUUCCGUCC
CCuG

288

miR-330

CUUVGGUGAUCACUGCCUCUCUGGGCCUGUGUCUU
AGGCUCUGCAAGAUCAACCGAGC ACGGTC
UGCAGAGAGGCAGCGCUCUGCCC

289

miR-331

UAUULULGUUU UGUUUGUGUUUGUUCUAGGUAUUG
UCCCAGGGAUCCCAGAUCAAACCAGGCCCCUGGGCC
UAUCCUAGAACCAACCUAAGCUC

290

miR-335

UGUUUUGAGCGGGGGUCAAGAGCAAUAACGAAAAA
UGUUUGUCAUAAACCGUUUUUCAUUAUUGCUCCUG
ACCUCCUCUCAUUUGCUAUAUICA

291
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miR-337

GUAGUCAGUAGUUGGGGGGUGGGAACGGCUUCAUA
CAGGAGUUGAUGCACAGUUAUCCAGCUCCUAUAUG
AUGCCUUUCUUCAUCCCCUUCAA

292

miR-338

UCUCCAACAAUAUCCUGGUGCUGAGUGAUGACUCA
GGCCGACUCCAGCAUCAGUGAUUUUGUUGAAGA:

293

miR-339

CUGUUGLUUCCULLUCUCCCUGUCCUCCAUUGAGCUCAC
GUGUGCCUGCCUGUGAGCGCCUCGACGACAGAGCCG
GCGCCUGCCCCAGUGUCUGCGC

294

miR-340

UUGUACCUGGUGUGAUUAUAAAGCAAUGAGACUGA
UUGUCAUAUGUCGUUUGUGGGAUCCGUCHICAG
CUUUAUAGCCAUACCUGGUAUCUUA

295

miR-342

GAAACUGGGCUCAAGGUGAGGGGUGCUAUCUGUGA
UUGAGGGACAUGGUUAAUGGAAUUGUCUCACACAG
AAAUCGCACCCCUCACCUUGGCCUACUUA

296

miR-345

ALLUAAACLLUAUGLOUCLILLUGAUUUUUAUUUU AL
CUCGUGAUGGCUGGUGGGCCCUGAACGAGGGGUCU
GOAGGCCUGGGUUUGAAUAUCGACAGC

297

miR-346

VULV UL A UDUL VUL LU UG UL UOIUUGU
GAAGGAGGCAGGGGCUGGGCCUGCAGCUGCCUGGG
CAGAGCGGCUCCUGC

298

miR-367

LCUAUUALUGUUUCUAAUAUUGUAACULUGUUGAAUA
UAAAUUGCGAAUUGCACUUUAGCAAUGGUGAUGO

299

miR-368

AAAAGGUGGEAUAUUCCUUCUAUGUUUAUGUUAUUU
AUGGUUAAACAUAGAGGAAAUUCCACGUUUU

300

miR-369

UUGAAGGGAGAUCCACCGQUGUUAUAUUCGCUUUAU
UGACUUCGAAUAAUACAUGGUUGAUCUUUTICUCAG

301

miR-370

AUACAUAUGAAUUCAGUGUUALCGUUUCUGCAUGUUACA
CAGCUCACGAGUGCCUGCUGGGGUGGAACCUGGUC
uGaucy

302

miR-371

GUGOCACUCAAACUGUGGGOEGCACUUIUCUGCUCUC
UGGUGAAAGUGCCGCCAUCUUUUGAGUGINIAC

303

miR-372

GUGGOCCUCAAAUGUGGAGCACUAUUCUGAUGUCC
AAGUGGAAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGUCAC

304

miR-373

GUUGAUACUCAAAAUULGGGCECUUUCCUULULUGUC
UGUACUGGGAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGUCCC

305

miR-374

UACAUCGGUCAUUAUAAVACAACCUGAUAAGUGIUU
AUAGCACUUAUCAGAUUGUAUUGUAAUUGUCUGUG

UA

306

mir-hes1

AUGGAGCUGCUCACCCUGUGGGUCUCAAAUGUGUA
GGAACUAUUCUGAUGUCCAAGUGGAAAGUGCUGCG
ACAUUUGAGCGUCACCGGUGACGCCCAUAUCA

307

mir-hes2

GCAUCCCCUCAGCCUGUGGCACUCAAACUGUGGUGE
CACUUUCUGCUCUCUGGUGAAAGUGCCGCCAUCUU
UVVGAGUGUUACCGCUUGAGAAGACUCAACC

308
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mir-hes3 COAGLAUGLULAUACUGUOAUACUCAAAALUGUGULL 309
GCUUUCCUUUUUGUCUGUUACUGGGAAGUGCUUCG
AUUUUGGGGUGUCCCUGUUUGAGUAGGGCAUC

* Una secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora corresponde a un transcrito de miR procesado
maduro (véase Tabla 1b). Algunas secuencias precursoras tienen dos secuencias subrayadas que indican dos miR
maduros diferentes que derivan del mismo precursor. Todas las secuencias son humanas.

Tabla 1b Secuencias de microARN maduro humano

Nombre de miARN | Secuencia de miARN Maduro (5’ a | SEC ID MicroARN precursor o precursores
Maduro 3’) Ne correspondientes; véase Tabla 1a

let-7a UGAGGUAGUAGGUUG 310 let-7a-1; let-7a-2; let-7a-3; let-7a-4
UAUAGUU

let-7b UGAGGUAGUAGGUUG 31 let-7b
UGUGGUU

let-7¢ UGAGGUAGUAGGUUG 312 let-7¢
UAUGGUU

let-7d AGAGGUAGUAGGUUG 313 let-7d; let-7d-v1
CAUAGU

let-7e UGAGGUAGGAGGUUG 314 let-7e
UAUAGU

let-7f UGAGGUAGUAGAUUG 315 let-7f-1; let-7f-2-1; let-7f-2-2
UAVAGUU

let-7g UGAGGUAGUAGUUUG 316 let-7g
UACAGU

let-7i UGAGGUAGUAGUUUG 317 let-7i
UGCU

miR-1 UGGAAUGUAAAGAAG 318 miR-1b. miR-1b-1; miR-1b-2
UAUGUA

miR-7 UGGAAGACUAGUGAU 319 miR-7-1; miR-7-1a; miR-7-2; miR-7-3
UuuGuu

miR-9 UCUUUGGUUAUCUAGC 320 miR-9-1; miR-9-2; miR-9-3
UGUAUGA

miR-9* UAAAGCUAGAUAACCG 321 miR-9-1; miR-9-2; miR-9-3
AAAGU

miR-10a UACCCUGUAGAUCCGA 322 miR-10a
AUUUGUG

mif-10b UACCCUGUAGAACCGA 323 mif-10b
AUUUGU

miR-15a UAGCAGCACAUAAUGG 324 miR-15a-2
UUUGUG

miR-15b UAGCAGCACAUCAUGG 325 mifi-15b
UUTJACA,
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miR-16 UAGCAGCACGUAAAUA 326 miR-16-1; miR-16-2; miR-16-13
UDUGGCG

mif3-17-5p CAAAGUGCUUACAGUG 327 miR-17
CAGGUAGU

miR-17-3p ACUGCAGUGAAGGCAC 328 miR-17
vuGu

miR-18 UAAGGUGCAUCUAGUG 329 miR-18; miR-18-13
CAGAUA

miR-19a UGUGCAAAUCUAUGCA 330 miR-19a; miR-19a-13
AAACUGA

miR-19b UGUGCAAALUCCAUGCA 331 miR-19b-1; miR-19b-2
AAACUGA

miR-20 UAAAGUGCUUAUAGU 332 miR-20 (miR-20a)
GCAGOUA.

miR-21 UAGCUUAUCAGACUGA 333 miR-21; miR-21-17
UGUUGA

miR-22 AAGCUGCCAGUUGAAG 334 miR-22
AACUGD

miR-23a AUCACAUUGCCAQGGGA 335 miR-23a
RCC

miR-23b AUCACAUUGCCAGGGA 336 miR-23b
UUACCAC

miR-24 UGGCUCAGUUCAGCAG 337 miR-24-1; miR-24-2; miR-24-19; miR-24-9
GAACAG

miR-25 CAUUGCACUUGUCUCG 338 miR-25
GUCUGA

miR-26a UUCAAGUAAUCCAGGA 339 miR-26a; miR-26a-1; miR-26a-2
UAGGCU

miR-260 UUCAAGUAAUUCAGGA 340 miR-26b
UAGGU

miR-27a UUCACAGUGGCUAAGU 341 miR-27a
UCCGCC

miR-27b UUCACAGUGGCUAAGU 342 miR-27b-1; miR-27b-2
UcuG

miR-28 AAGGAGCUCACAGUCU 343 mifi-28
AUUGAG

miR-29a CUAGCACCAUCUGAAAN. 344 miR-29a-2; miR-29a
vcaQul

miR-29b UAGCACCAUUUGAAAU 345 miR-29b-1; miR-29b-2
CAGU
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mift-29¢ UAGCACCAUUUGAAAU 346 miR-29¢
CQGUUA

miR-30a-5p UGUAAACAUCCUCGAC 347 miR-30a
UGGAAGC

miR-30a-3p CUUUCAGUCGGAUGUU 348 miR-30a
UGCAGC

miR-30b UGUAAACAUCCUACAC 349 miR-30b-1; miR-30b-2
UCAGC

miR-30c UGUAAACAUCCUACAC 350 mif-30c
UCUCAGC

miR-30d UGUAAACAUCCCCGAC 351 miR-30d
UGGAAG

miR-30e UGUAAACAUCCUUGAC 352 miR-30e
UGGA

miR-31 GGCAAGAUGCUGGCAU 353 miR-31
AGCUG

mik-32 UAUUGCACAUUACUAA 354 miR-32
GUUGC

miR-33 GUGCAUUGUAGUUGCA 355 miR-33; miR-33b
VUG

miR-34a UGGCAGUGUCUUAGCU 356 miR-34a
GGUUGU

mik-34b AGGCAGUGUCAUUAGC 357 mik-34b
UGAUUG

mif-34c AGGCAGUGUAGUUAGC 358 miR-34¢
UGAUUG

miR-92 UAUUGCACUUGUCCCG 359 miR-92-2; miR-92-1
GCCUGU

miR-93 AAAGUGCUGULCGUGC 360 miR-93-1; miR-93-2
AGGUAG

miR-95 UUCAACGGGUAUUUAU 361 miR-95
UGAGCA

miR-96 UUUGGCACUAGCACAU 362 miR-96
UUUUGC

mik-98 UGAGGUAGUAAGUUG 363 mik-98
UAUUGUU

miR-99a AACCCGUAGAUCCGAU 364 miR-99a
CUUGUG

miR-99b CACCCGUAGAACCGAC 365 miR-99b

CUUGCG
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miR-100 UACAGUACUGUGAUAA 366 miR-100
CUGAAG

miR-101 UACAGUACUGUGAUAA 367 miR-101-1; miR-101-2
CUGAAG

miR-103 AGCAGCAUUGUACAGG 368 miR-103-1
GCUAUGA

miR-105 UCAAAUGCUCAGACUC 369 mif-105
CUGU

miR-106-a AAAAGUGCUUACAGUG 370 miR-106-a
CAGGUAGC

miR-106-b UAAAGUGCUGACAGUG 371 miR-106-b
CAGAU

miR-107 AGCAGCAUUGUACAGG 372 mif-107
GCUAUCA

miR-122a UGGAGUGUGACAAUG 373 miR-122a-1; miR.122a-2
GUGUUUGU

miR-124a UUAAGGCACGCOGUGA 374 miR-124a-1; miR-124a-2; miR-124a-3
AUGCCA

miR-125a UCCCUGAGACCCUUUA 375 miR-125a-1; miR.125a-2
ACCUGUG

miR-125b UCCCUGAGACCCUAAC 376 miR-125b-1; miR-125b-2
UUGUGA.

miR-126* CAUUAUUACUUUUGGY 377 miR-126-1; miR-126-2
ACGCG

miR-126 UCGUACCGUGAGUAALU 378 miR-126-1; miR-126-2
AAUGC

miR-127 UCGGAUCCGUCUGAGT 379 miR-127-1; miR-127-2
UUGGCU

miR-128a UCACAGUGAACCGGUC 380 miR-128; miR-128a
ucuuouUl

miR-128 UCACAGUGAACCGGUC. 381 mif-126b
ucuuuc

miR-129 CUUUUUGCGGUCUGGG 382 miR-129-1; miR-129-2
CUuGC

miR-130a CAGUGCAAUGUUAAAA 383 miR-130a
GGGC .

miR-130b 'CAGUGCAAUGAUGAAA 384 miR-130b
GGGCAU

mifi-132 UAACAGUCUACAGCCA 385 miR-132-1
UGGUCG
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miR-133a UUGQUCCCCUUCAACC 386 miR-133a-1; miR-133a-2
AGCUGU

miR-133b UUGGUCCCCUUCAACC 387 miR-133b
AGCUA

miR-134 UGUGACUGGUUGACCA. 388 miR-134-1; miR-134-2
GAGGG

miR-135a UAUGGCUUULUAUUCC 389 miR-135a; miR-135a-2 (miR-135-2)
UAUGUGA

miR-135b UAUGGCUUUUCAUUCC 390 miR-135b
UAUGUG

miR-136 ACUCCAUUUGUUUUGA 391 miR-136-1; miR-136-2
UGAUGGA

miR-137 UAUUGCUUAAGAAUAC | 392 miR-137
GCGUAG

miR-138 AGCUGGUGUUIGUGAA 393 miR-138-1; miR-138-2
ucC

miR-139 UCUACAGUGCACGUGU 394 miR-139
Cu

miR-140 AGUGGUUUUACCCUAU 395 miR-140; miR-140as; miR-140s
GGUAG

miR-141 AACACUGUCUGGUAAA 396 miR-141-1; miR-141-2
GAUGG

miR-142-3p UGUAGUGUUUCCUACU 397 miR-142
UUAUGGA

miR-142-5p CAUAAAGUAGAAAGCA 398 miR-142
CUAC

MIR-143 UGAGAUGAAGCACUGU 399 miR-143-1
AGCUCA

miR-144 UACAGUAUAGAUGAY 400 miR-144-1; miR-144-2
GUACUAG

miR-145 GUCCAGUUUUCCCAGH 401 miR.145-1; miR-145-2
AAUCCCUU

miR-146 UGAGAACUGAAUUCCA 402 miR-146-1; miR-146-2
UGGGuUU

miR-147 GUGUGUGGAAAUGCY 403 miR-147
UCUGC .

miR-148a UCAGUGCACUACAGAA 404 miR-148a (miR-148)
CUOUUGU

miR-148b UCAGUGCAUCACAGAA 405 miR-148b

CcuUvugu
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miR-149 UCUGGCUCCGUGUCUU 406 miR-149
CACUCC

miR-150 UCUCCCAACCCUUGUA 407 miR-150-1; miR-150-2
CCAGUG

miR-151 ACUAGACUGAAGCUCC 408 miR-151
UUGAGG

miR-152 UCAGUGCAUGACAGAA 409 miR-152-1; miR-152-2
CUUGG

miR-153 UUGCAUAGUCACAAAA 410 miR-153-1-1; miR-153-1-2; miR-153-2-1; miR-
QUGA 153-2-2

miR-154 UAGGUUAUCCGUGUUG 411 miR-154-1; miR-154-2
CCuuCaG

miR-154* AAUCAUACACGGULIGA 412 miR-154-1; miR-154-2
CCUAUU

miR-155 UUAAUGCUAAUCGUGA 413 miR-155
UAGGGG

miR-181a AACAUUCAACGCUGUC 414 miR-181a
GGUGAGU

miR-181b AACAUUCAUUGCUGUC 415 miR-181b-1; miR-181b-2
GGUGGGUU

miR-181c AACAUUCAACCUGUCG 416 miR-181c
GUGAGU

miR-182 VUUUGGCAAUGGUAGA 417 miR-182; miR-182as
ACUCACA

miR-182* UGGUUCTUAGACUUGCC 418 miR-182; miR-182as
AACTIA

miR-183 UAUGGCACUGGUAGAA 419 mif-163
UUCACUG

miR-184 UGGACGGAGAACUGAD 420 miR-184-1; miR-184-2
AAGGGU

miR-185 UGGAGAGAAAGGCAG 421 miR-185-1; miR-185-2
uuc

miR186 CAAAGAAUUCUCCULU 422 miR-186-1; miR-186-2
UGGGCUY

miR-187 UCGUGUCUUGUGUUGC 423 miR-187
AGCCG

miR-188 CAUCCCUUGCAUGGUG 424 miR-188
GAGGGU '

miR-189 GUGCCUACUGAGCUGA 425 miR-189-2

UAUCAGU
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miR-190 UGAUAUGUUUGAUAU 426 miR-190-1; miR-190-2
AUUAGGU

miR-191 CAACGGAAUCCCAAAA 427 miR-191-1; miR-191-2
GCAGCU

miR-192 CUGACCUAUGAAUUGA 428 miR-192
CAGCC

miR-193 AACUGGCCUACAAAGU 429 miR-193-1; miR-193-2
CCCAG

miR-194 UGUAACAGCAACUCCA 430 miR-194-1; miR-194-2
UGUGGCA

miR-195 UAGCAGCACAGAAAUA 431 miR-195-1; miR-195-2
UUGGC

miR-196a UAGGUAGUUUCAUGU 432 miR-196a; miR-196a-2 (miR196
UGUUGG

miR-196b UAGGUAGUUUCCUGUU 433 miR-196b
GUUGG

miR-197 UUCACCACCIUCUCCA 434 miR-197
CCCAGC )

miR-198 GOUCCAGAGGGGAGAU 435 miR-198
AGG

miR-199a COCAGUGUUCAGACUA 436 miR-199a-1; miR-1990-2
ccucuuc

miR-199a* UACAGUAGUCUGCACA 437 miR-199a-1; miR-199a-2; miR-199s; miR-199b
UUGGUU

miR-199b CCCAGUGUIIUAGACUA 438 miR-199b
UCuGuUuUC

miR-200a UAACACUGUCUGHBUAA 439 miR-200a
CGAUGU

miR-200b CUCUAAUACUGCCUGG 440 miR-200b
UAAUGAUG

miR-200c AAUACUGCOGGGUAAU 441 miR-200c
GAUGGA

miR-202 AGAGGUAUAGGGCAU 442 miR-202
GGGAAGA '

miR-203 GUGAAAUGUUUAGGA 443 mift-203
CCACUAG

miR-204 UUCCCUUUGUCAUCCU 444 miR-204
AUGCCU

miR-205 UCCUUCAUUCCACCGG 445 miR-205
AGUCUG
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miR-206 UGGAAUGUAAGGAAG 446 miR-206-1; miR-206-2
UGUGUGG

mift-208 AUAAGACGAGCAAAAA 447 mift-208
GCUUGU

miR-210 CUGUGCGUGUGACAGC 448 miR-210
GGCUG

miR-211 VUUCCCUUUGUCAUCCU 449 miR-211
ucGecy

miR-212 UAACAGUCUCCAGUCA 450 miR-212
CGGee

miR-213 ACCAUCGACCGUUGAU 451 miR-213
UGUACC

miR-214 ACAGCAGGCACAGACA 452 miR-214
GGCAG

miR-215 AUGACCUAUGAAUUGA 453 miR-215
CAGAC

miR-216 UAAUCUCAGCUGGCAA 454 miR-216
CUGUG

miR-217 UACUGCAUCAGGAACU 455 miR-217
GAUUGGAU

miR-218 UUGUGCUUGAUCUAAC 456 miR-218-1; miR-218-2
CAUGU

miR-219 UGAUUGUCCAAACGCA 457 miR-219; miR-219-1; miR-219-2
AUUCU

mif-220 CCACACCGUAUCUGAC 458 miR-220
ACUUU :

mifi-221 AGCUACAUUGUCUGCU 459 miR-221
GGGUUUC

miR-222 AGCUACAUCUGGCUAC 460 miR-222
UGGAUCUC

mif-223 UGUCAGUUUGUCAAAU 461 miR-223
ACCCC

miR-224 CAAGUCACUAGUGGUU 462 miR-224
CCGUUUA

miR-296 AGGGCCCCCCCUCAAU 463 miR-296
CCUGU

mift-299 UGGUUUACCGUCCCAC 464 mif1-299
AUACAU

mif-301 CAGUGCAAUAGUAUUG 465 mif-301

UCAAAGC
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miR-302a UAAGUGCUUCCAUGUY 466 miR-302a
UUGGUGA

miR-302b* ACUUUAACAUGGAAGY 467 miR-302b
GCUUUCU

miR-302b UAAGUGOUUCCAUGUU 468 miR-302b
VUUAGUAG '

miR-302c* UUUAACAUGGGGGUAC 469 miR-302¢
CUGCUG

miR-302¢c UAAGUGCUUCCAUGUU 470 miR-302¢c
UCAGUGG

miR-302d UAAGUGCUUCCAUGUU 471 miR-302d
UGAGUGU

miR-320 AAAAGCUGGGUUGAG 472 miR-320
AGGGCGAA

miR-321 UAAGCCAGGGAUUGUG 473 miR-321
GGUUC

miR-323 GCACAUUACACGGUCG 474 miR-323
ACCUCU :

miR-324-5p CGLAUCCCCUAGGGCA 475 miR-324
UUGGUGU

miR-324-3p CCACUGCCCCAGGUGC 476 mift-324
UGCUGG

miR-325 CCUAGUAGGUGUCCAG 477 miR-325
UAAGU

miR-326 CCUCUGGGCCCUUCCU 478 miR-326
CCAG

miR-528 CUGGCCCUCUCUGCCC 479 mik-328
UUCCGU

miR-330 GCAAAGCACACGGCCU 480 miR-330
GCAGAGA '

miR-331 GCCCCUGGGRCCUAUCL 481 miR-331
UAGAA

miR-335 UCAAGAGCAAUAACGA 482 miR-335
AAAAUGU ‘ _

miR-337 UCCAGCUCCUAUAUGA 483 miR-337
UGCCUUU

miR-338 UCCAGCAUCAGUGAUU 484 miR-338
UUGUUGA

miR-339 UCCCUGUCCUCCAGGA 485 miR-339
GCUCA
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miR-340 VCCOQUCUCAGUUALCUU 486 miR-340
UAUAGCC

miR-342 UCUCACACAGAAAUCG 487 miR-342
CACCCGUC

miR-345 UGCUGACUCCUAGUCC 488 miR-345
AGGGC

miR-346 UGUCUGCCCGCAUGCC 489 miR-346
UGCCUCU

miR-367 AAUUGCACUUUAGCAA 490 miR-367
UGGUGA

miR-368 ACAUAGA GGAAA UU CC 491 miR-368
ACGUUU

miR-369 AAUAAUACAUGGUUG 492 miR-369
AUCUHU

miR-370 GCCUGCUGGGGUGGAA 493 miR-370
CCUGG

miR-371 GUGCCGCCAUCUUUUG 494 miR-371
AGUGU

miR-372 AAAGUGCUGCGACAUU 495 miR-372
UGAGCGU

miR-373" ACUCAAAAUGGGGGCG 496 miR-373
cuuuce

miR-373 GAAGUGCUUCGAUUUU 497 miR-373
GGGGUGU

mift-374 UUAUAAUACAACCUGA 498 mifi-374
UAAGUG

La presente divulgaciéon abarca métodos para diagnosticar o pronosticar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de
desarrollar, un cancer y/o un trastorno mieloproliferativo. Los métodos comprenden determinar el nivel de al menos
un producto génico de miR en un muestra del sujeto y comparar el nivel de producto génico de miR en la muestra
con un control. Como se usa en el presente documento, un “sujeto” puede ser cualquier mamifero que tenga, o se
sospeche que tiene, un cancer y/o trastorno mieloproliferativo. El sujeto puede ser un ser humano que tiene, o se
sospecha que tiene, un cancer, trastorno mieloproliferativo y/o un trastorno plaquetario.

El nivel de al menos un producto génico de miR puede medirse en células de una muestra biolégica obtenida del
sujeto. Por ejemplo, puede retirarse una muestra tisular de un sujeto que se sospecha que tiene cancer y/o un
trastorno mieloproliferativo por técnicas de biopsia convencionales. Como alternativa, puede retirarse una muestra
de sangre del sujeto, y pueden aislarse glébulos blancos para extraccion de ADN por técnicas convencionales. La
muestra sanguinea o tisular puede obtenerse del sujeto antes del inicio de la radioterapia, quimioterapia u otro
tratamiento terapéutico. Puede obtenerse un tejido de control o0 muestra de sangre correspondiente, 0 una muestra
de referencia de control (por ejemplo, obtenida de una poblacion de muestras de control) de tejidos no afectados del
sujeto, de un individuo humano normal o poblacién de individuo normales, o de células cultivadas correspondientes
a la mayoria de células en la muestra del sujeto. El tejido o muestra sanguinea de control puede después
procesarse junto con la muestra del sujeto, de modo que puedan compararse los niveles de producto génico de miR
producido a partir de un gen de miR dado en células de la muestra del sujeto con los niveles de producto génico de
miR correspondientes de células de la muestra de control. Como alternativa, puede obtenerse una muestra de
referencia y procesarse por separado (por ejemplo, en un momento diferente) de la muestra de ensayo y puede
compararse el nivel de un producto génico de miR producido a partir de un gen de miR dado en células de la
muestra de ensayo con el nivel de producto génico de miR correspondiente de la muestra de referencia.
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El nivel del al menos un producto génico de miR en la muestra de ensayo puede ser mayor que el nivel del producto
génico de miR correspondiente en la muestra de control (es decir, la expresion de producto génico de miR esta
“regulada positivamente”). Como se usa en el presente documento, la expresién de un producto génico de miR esta
“regulada positivamente” cuando la cantidad del producto génico de miR en una muestra celular o tisular de un
sujeto es mayor que la cantidad del mismo producto génico en un control (por ejemplo, un patrén de referencia, una
muestra celular de control, una muestra tisular de control). El nivel del al menos un producto génico de miR en la
muestra de ensayo puede ser menor que el nivel del producto génico de miR correspondiente en la muestra de
control (es decir, la expresion del producto génico de miR esta “regulada negativamente”). Como se usa en el
presente documento, la expresién de un gen de miR esta “regulada negativamente” cuando la cantidad de producto
génico de miR producido a partir de ese gen en una muestra celular o tisular de un sujeto es menor que la cantidad
producida del mismo gen en una muestra celular o tisular de control. La expresién génica de miR relativa en las
muestras de 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 expresion génica de miR cero, el nivel de expresion génica
de miR en una linea celular convencional, el nivel de expresion génica de miR en tejidos no afectados del sujeto, o el
nivel medio de expresion génica de miR previamente obtenido para una poblacién de controles humanos normales
(por ejemplo, un patrén de referencia de control).

Una alteracion (es decir, un aumento o reduccion) en el nivel de un producto génico de miR en la muestra obtenida
del sujeto, en relacién con el nivel de un producto génico de miR correspondiente en una muestra de control, es
indicativa de la presencia de cancer y/o un trastorno mieloproliferativo en el sujeto. El nivel del al menos un producto
génico de miR en la muestra de ensayo puede ser mayor que el nivel del producto génico de miR correspondiente
en la muestra de control. Se describen y ejemplifican en el presente documento (véase, por ejemplo, Ejemplo 5)
productos génicos de miR que tienen mayores niveles de expresion en lineas celulares cancerosas (por ejemplo,
lineas celulares de LMA) que células de control (por ejemplo, megacariocitos diferenciados CD34" in vitro). El al
menos un producto génico de miR puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-99a, miR-
99-prec, miR-106, miR-339, miR-99b, miR-149, miR-33, miR-135, miR-20 y combinaciones de los mismos. Como
alternativa, el al menos un producto génico de miR puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-101, miR-
126, miR-106, miR-20 y miR-135 y combinaciones de los mismos. En otra alternativa, el al menos un producto
génico de miR se selecciona del grupo que consiste en miR-106, miR-20 y miR-135 y combinaciones de los mismos.
Como se describe y ejemplifica en el presente documento, el aumento de la expresion de dichos productos génicos
de miR diferencia células cancerosas de células no cancerosas correspondientes.

Como se describe en el presente documento, los métodos de diagnéstico y prondstico pueden usarse para
diagnosticar o pronosticar canceres y/o trastornos mieloproliferativos. Los métodos de diagnostico y prondstico
pueden usarse para diagnosticar un cancer en un sujeto, muestra tisular, muestra celular o muestra de fluido. Los
métodos de diagndstico o prondstico pueden usarse para diagnosticar o pronosticar cualquier tipo de cancer. Los
métodos de diagndstico y prondstico pueden usarse para diagnosticar o pronosticar una leucemia. La leucemia que
se diagnostica o pronostica puede ser leucemia mieloide aguda (por ejemplo, leucemia megacarioblastica aguda).
Como alternativa, los métodos de diagnéstico y prondstico pueden usarse para diagnosticar o pronosticar mieloma
multiple.

Los métodos de diagndstico y prondstico también pueden usarse para diagnosticar o pronosticar tumores malignos
hematolégicos (por ejemplo, trastornos mieloproliferativos). El trastorno mieloproliferativo que se diagnostica o
pronostica puede seleccionarse del grupo que consiste en trombocitemia esencial (TE), policitemia vera (PV),
mielodisplasia, mielofibrosis (por ejemplo, metaplasia amiloide agnogénica (MMA) (también denominada
mielofibrosis idiopatica)) y leucemia mielégena crénica (LMC).

Los métodos de diagnéstico, pronostico y terapéuticos también pueden usarse para diagnosticar, pronosticar y/o
tratar trastornos plaquetarios (por ejemplo, trastornos plaquetarios heredados). Por ejemplo, los métodos de
diagnostico, prondstico y terapéuticos pueden usarse para diagnosticar, pronosticar y/o tratar defectos en las
interacciones entre la pared de los vasos-plaquetas (es decir, trastornos de adhesién). Dichos trastornos de
adhesién incluyen, por ejemplo, enfermedad de von Willebrand (deficiencia o defecto en vWF en plasma) y sindrome
de Bernard-Soulier (deficiencia o defecto en GPlb). Como alternativa, los métodos de diagndstico, prondstico y
terapéuticos pueden usarse para diagnosticar, pronosticar y/o tratar defectos en la interaccion plaqueta-plaqueta (es
decir, trastornos de agregacion). Dichos trastornos de agregacién incluyen, por ejemplo, afibrinogenemia congénita
(deficiencia de fibrinégeno en plasma) y trombastenia de glanzmann (deficiencia o defecto en GPllb-llla). En otra
alternativa, los métodos de diagndstico, prondstico y terapéuticos pueden usarse para diagnosticar, pronosticar y/o
tratar trastornos de secrecion de plaquetas y anomalias de granulos. Dichos trastornos de la secrecién de plaguetas
y anomalias de granulos incluyen, por ejemplo, deficiencia de grupo de almacenamiento y trastorno de plaquetas de
Quebec. En una alternativa adicional, los métodos de diagndstico, prondstico y terapéuticos pueden usarse para
diagnosticar, pronosticar y/o tratar trastornos de la secrecion de plaquetas y transduccion de sefal (defectos de
secrecion primarios). Dichos defectos de secrecion primarios incluyen, por ejemplo, defectos en la interaccion
plagueta-agonista (defectos de receptor) (por ejemplo, tromboxano Az, colageno, ADP, epinefrina), defectos en la
activacion de proteina G (por ejemplo, deficiencia de Gag, anomalias de Gas, deficiencia de Gai), defectos en el
metabolismo del fosfatidilinositol (por ejemplo, deficiencia de fosfolipasa C-2), defectos en la movilizacién de calcio,
defectos en la fosforilacion de proteinas (pleckstrina), deficiencia de PKC-y, y anomalias en las rutas del &cido
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araquidoénico y sintesis de tromboxano (por ejemplo, deficiencia de ciclooxigenasa, deficiencia de tromboxano
sintasa). Como alternativa, los métodos de diagndstico, prondstico y terapéuticos pueden usarse para diagnosticar,
pronosticar y/o tratar defectos en la regulacion citoesquelética (por ejemplo, sindrome de Wiskott-Aldrich). En otra
alternativa, los métodos de diagndstico, prondstico y terapéuticos pueden usarse para diagnosticar, pronosticar y/o
tratar trastornos de interaccién proteina coagulante-plaqueta (defectos de fosfolipidos de membrana) (por ejemplo,
sindrome de Scott). También pueden diagnosticarse, pronosticarse y/o tratarse usando los métodos desvelados en
el presente documento otros trastornos plaquetarios (por ejemplo, trastornos plaquetarios heredados).

También se desvelan en el presente documento métodos para determinar el prondstico de un sujeto con cancer y/o
un trastorno mieloproliferativo. En este método, el nivel de al menos un producto génico de miR, que se asocia con
un prondstico particular en cancer y/o un trastorno mieloproliferativo (por ejemplo, un pronéstico bueno o positivo, un
prondstico malo o negativo), se mide en una muestra de ensayo del sujeto. Una alteracién (por ejemplo, un
aumento, una reduccion) en el nivel del producto génico de miR en la muestra de ensayo, en relacién con el nivel de
un producto génico de miR correspondiente en una muestra de control, es indicativa de que el sujeto tiene un cancer
y/o trastorno mieloproliferativo con un prondstico particular. El producto génico de miR puede asociarse con un
prondstico adverso (es decir, negativo). Los ejemplos de un pronéstico adverso incluyen, pero sin limitacion, baja
tasa de supervivencia y rapida progresion de la enfermedad. El nivel del al menos un producto génico de miR en la
muestra de ensayo puede ser mayor que el nivel del producto génico de miR correspondiente en una muestra de
control (es decir, estd regulado positivamente). El al menos un producto génico de miR que esta regulado
positivamente puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-99a, miR-99-prec, miR-106,
miR-339, miR-99b, miR-149, miR-33, miR-135, miR-20 y combinaciones de los mismos. El al menos un producto
génico de miR que esta regulado positivamente puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-101, miR-126,
miR-106, miR-20 y miR-135 y combinaciones de los mismos. El al menos un producto génico de miR que esta
regulado positivamente puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-106, miR-20 y miR-135 y combinaciones
de los mismos. El aumento de la expresion de dichos productos génicos de miR puede correlacionarse con un
prondstico adverso y la gravedad del cancer de un sujeto y/o trastorno mieloproliferativo.

En los métodos de diagndstico y pronostico descritos en el presente documento, el nivel del al menos un producto
génico de miR puede medirse transcribiendo de forma inversa ARN de una muestra de ensayo obtenida del sujeto
para proporcionar un conjunto de oligodesoxinucleétidos diana, hibridando los oligodesoxinucleétidos diana con una
micromatriz que comprende oligonucleétidos sonda especificos de miARN para proporcionar un perfil de hibridacion
para la muestra de ensayo, y comparando el perfil de hibridacién de la muestra de ensayo con un perfil de
hibridacion generado de una muestra de control.

La identificacion de dianas de productos génicos de miR particulares (por ejemplo, los productos génicos de miR que
muestran expresion regulada positivamente o regulada negativamente en relacién con una muestra de control)
puede ayudar a dilucidar los mecanismos de accién de los microARN. Como se describe y ejemplifica en el presente
documento, se identificaron dianas particulares y dianas potenciales de microARN seleccionados (véase, por
ejemplo, Tablas 2, 3y 5 y ejemplificacién). Por ejemplo, el factor de transcripcién MAFB se identificé como una diana
de mi-130a (Ejemplo 2). De forma similar, HOXA1 se identific6 como una diana de miR-10a (Ejemplo 5). Para ambos
miR, se demostré interaccion directa del miR con el 3' UTR de su diana respectiva (Ejemplos 2 y 5). Ademas, se
demostré una relacién inversa en la expresiéon del miR y su diana respectiva. Por lo tanto, la expresién de pre-miR-
130a dio como resultado expresion reducida de MAFB (véase, por ejemplo, FIGURA 2C) mientras que la expresion
de pre-miR-10a dio como resultado la expresion reducida de HO3CA1 (véase, por ejemplo, FIGURAS 3C, 3F y 3G).
Por lo tanto, la expresién de genes diana de microARN particulares (por ejemplo, los enumerados en las Tablas 2, 3
y 5) pueden usarse para diagnosticar cancer y/o un trastorno mieloproliferativo. Dichos genes diana presentan
expresion inversa al miR respectivo que se dirige a ellos. Un experto en la materia puede medir los niveles de
expresion de cualquiera de estos genes diana usando métodos conocidos y/o métodos descritos en el presente
documento para medir los niveles de expresién de microARN (por ejemplo, RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa,
analisis de transferencia de Northern, deteccién de hibridacién de solucién, andlisis de micromatrices), sin
experimentacién indebida. El gen diana que puede medirse puede ser MAFB o HOXA1.

El nivel del al menos un producto génico de miR puede medirse usando diversas técnicas que se conocen bien por
los expertos en la materia (por ejemplo, RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa, andlisis de transferencia de
Northern, deteccién de hibridaciéon de solucién). El nivel de al menos un producto génico de miR puede medirse
transcribiendo de forma inversa ARN a partir de una muestra de ensayo obtenida del sujeto para proporcionar un
conjunto de oligodesoxinucleétidos diana, hibridando los oligodesoxinucleétidos diana con uno o mas
oligonucleétidos sonda especificos de miARN (por ejemplo, una micromatriz que comprende oligonucleétidos sonda
especificos de miARN) para proporcionar un perfil de hibridacién para la muestra de ensayo, y comparando el perfil
de hibridacion de la muestra de ensayo con un perfil de hibridacion generado a partir de una muestra de control. Una
alteracion en la sefial de al menos un miARN en la muestra de ensayo en relacion con la muestra de control es
indicativa de que el sujeto tiene, o esta en riesgo de desarrollar cancer y/o un trastorno mieloproliferativo. La sefal
de al menos un miARN puede estar regulado positivamente, en relacién con la sefial generada a partir de la muestra
de control. La sefial de al menos un miARN puede estar regulada negativamente, en relacion con la sefial generada
a partir de la muestra de control. La micromatriz puede comprender oligonucleétidos sonda especificos de miARN
para una parte sustancial de todos los miARN humanos conocidos (por ejemplo, los miARN enumerados en las
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Tablas 1a y 1b mas otros miARN conocidos o descubiertos). La micromatriz comprende oligonucleétidos sonda
especificos de miARN para uno o mas miARN seleccionados del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-99a,
miR-99-prec, miR-106, miR-339, miR-99b, miR-149, miR-33, miR-135, miR-20 y una combinacién de los mismos. La
micromatriz puede comprender oligonucleétidos sonda especificos de miARN para uno o mas miARN seleccionados
del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-106, miR-20, miR-135 y una combinacién de los mismos.

La micromatriz puede prepararse a partir de sondas oligonucleotidicas especificas de un gen generadas a partir de
secuencias de miARN conocidas. La matriz puede contener dos sondas oligonucleotidicas diferentes para cada
miARN, una que contiene la secuencia madura, activa, y la otra que es especifica para el precursor del miARN. La
matriz también puede contener controles, tales como una 0 mas secuencias de raton que difieren de ort6logos
humanos en solamente algunas bases, que pueden actuar como controles para condiciones de rigurosidad de
hibridaciéon. También pueden imprimirse ARNt u otros ARN (por ejemplo, ARNr, ARNm) de ambas especies en la
microplaca, proporcionando un control interno, relativamente estable, positivo para la hibridacion especifica.
También puede incluirse uno o mas controles apropiados para hibridaciéon no especifica en la microplaca. Para este
fin, se seleccionan secuencias basandose en la ausencia de cualquier homologia con cualquier miARN conocido.

La micromatriz también puede fabricarse usando técnicas conocidas en este campo. Por ejemplo, los
oligonucledtidos sonda de una longitud apropiada, por ejemplo, 40 nucleétidos, se modifican con amina 5’ en la
posicion C6 y se imprimen usando sistemas de micromatriz disponibles en el mercado, por ejemplo, el dispositivo de
Micromatrices GeneMachine OmniGrid = 100 y portaobjetos activados Amersham CodelLink . Se prepara oligémero
de ADNc marcado correspondiente a los ARN diana por transcripcion inversa del ARN diana con cebador marcado.
Después de la sintesis de primera cadena, los hibridos de ARN/ADN se desnaturalizan para degradar los moldes de
ARN. Los ADNc diana marcados preparados de este modo se hibridan después con la microplaca de micromatriz en
condiciones de hibridacién, por ejemplo, SSPE 6X/formamida 30 % a 25 °C durante 18 horas, seguido de lavado en
TNT 0,75X a 37 °C durante 40 minutos. En posiciones en la matriz en las que el ADN sonda inmovilizado reconoce
un ADNc diana complementario en la muestra, se produce hibridacion. EI ADNc diana marcado marca la posicion
exacta en la matriz en la que se produce union, permitiendo deteccion y cuantificacién automaticas. El resultado
consiste en una lista de acontecimientos de hibridacién, que indica 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. El oligdmero de ADNc marcado es un ADNc marcado con biotina, preparado a partir de un cebador
marcado con biotina. La micromatriz se procesa después por deteccion directa de los transcritos que contienen
biotina usando, por ejemplo, conjugado de Estreptavidina-Alexa647, y se explora utilizando métodos de exploracién
convencionales. Las intensidades de imagen de cada punto en la matriz son proporcionales a la abundancia del miR
correspondiente en la muestra del paciente.

El uso de la matriz tiene varias ventajas para deteccion de expresion de miARN. En primer lugar, puede identificarse
la expresion global de varios cientos de genes en la misma muestra en un punto temporal. En segundo lugar,
mediante disefio cuidadoso de las sondas oligonucleotidicas, puede identificarse expresion de las moléculas tanto
maduras como precursoras. En tercer lugar, en comparacién con andlisis de transferencia de Northern, la microplaca
requiere una cantidad pequefia de ARN, y proporciona resultados reproducibles usando 2,5 u de ARN total. El
numero relativamente limitado de miARN (algunos cientos por especie) permite la construccion de una micromatriz
comun para varias especies, con sondas oligonucleotidicas distintas para cada una. Dicha herramienta permitiria el
andlisis de la expresion transespecie para cada miR conocido en diversas condiciones.

Ademas del uso para ensayos de nivel de expresion cuantitativa de miR especificos, puede emplearse una
microplaca que contiene oligonucleétidos sonda especificos de miARN correspondientes a una parte sustancial del
miRNoma, preferentemente el miRNoma completo, para llevar a cabo realizacién de perfiles de expresion génica de
miR, para andlisis de patrones de expresion de miR. Las huellas de miR distintas pueden asociarse con marcadores
de enfermedad establecidos, o directamente con una patologia.

De acuerdo con los métodos de realizacion de perfiles de expresién descritos en el presente documento, el ARN
total de una muestra de un sujeto que se sospecha que tiene un cancer y/o un trastorno mieloproliferativo se
transcribe de forma inversa cuantitativamente para proporcionar un conjunto de oligodesoxinucleétidos diana
marcados complementarios del ARN en la muestra. Los oligodesoxinucleé6tidos diana se hibridan después con una
micromatriz que comprende oligonucleétidos sonda especificos de miARN para proporcionar un perfil de hibridacion
para la muestra. El resultado es un perfil de hibridacién para la muestra que representa el patron de expresion de
miARN en la muestra. El perfil de hibridacién comprende la sefal de la unién de los oligodesoxinucleétidos diana de
la muestra con los oligonucleétidos sonda especificos de miARN en la micromatriz. El perfil puede registrarse como
la presencia o ausencia de union (sefal frente a sefal cero). Mas preferentemente, el perfil registrado incluye la
intensidad de la sefal de cada hibridacién. El perfil se compara con el perfil de hibridaciéon generado a partir de una
muestra de control normal (por ejemplo, trastorno no canceroso, no mieloproliferativo) o muestra de referencia. Una
alteracion en la sefal es indicativa de la presencia de, o propension a desarrollar, cancer en el sujeto.

Otras técnicas para medir la expresion génica de miR también estan dentro de la experiencia de la técnica, e
incluyen diversas técnicas para medir tasas de transcripcion y degradacion de ARN.
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También se desvelan en el presente documento métodos para diagnosticar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de
desarrollar, un cancer y/o un trastorno mieloproliferativo con un pronéstico adverso. En este método, el nivel de al
menos un producto génico de miR, que se asocia con un pronostico adverso en un cancer y/o trastorno
mieloproliferativo, se mide por transcripcion inversa de ARN de una muestra de ensayo obtenida del sujeto para
proporcionar un conjunto de oligodesoxinucleétidos diana. Los oligodesoxinucleétidos diana se hibridan después con
uno o mas oligonucledtidos sonda especificos de miARN (por ejemplo, una micromatriz que comprende
oligonucleétidos sonda especificos de miARN) para proporcionar un perfil de hibridacién para la muestra de ensayo,
y el perfil de hibridacién de la muestra de ensayo se compara con un perfil de hibridacién generado a partir de una
muestra de control. Una alteracion en la sefal de al menos un miARN en la muestra de ensayo en relacion con la
muestra de control es indicativa de que el sujeto tiene, o esta en riesgo de desarrollar, un cancer y/o trastorno
mieloproliferativo con un pronéstico adverso. Los miR adecuados para su uso en este método incluyen, por ejemplo,
los que estan regulados positivamente en células cancerosas (por ejemplo, células LMA).

En los métodos de diagndstico, prondstico y terapéuticos desvelados en el presente documento, asi como las
composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento, el producto génico de miR no es uno o mas de
let7a-2, let-7c, let-7g, let-7i, miR-7-2, miR-7-3, miR-9, miR-9-1, miR-10a, miR-15a, miR-15b, miR-16-1, miR-16-2,
miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-24-1, miR-24-2, miR-25, miR-29b-2, miR-30, miR-30a-5p, miR-30c, miR-30d, miR-
31, miR-32, miR-34, miR-34a, miR-34a prec, miR-34a-1, miR-34a-2, miR-92-2, miR-96, miR-99a, miR-99b prec,
miR-100, miR-103, miR-106a, miR-107, miR-123, miR-124a-1, miR-125b-1, miR-125b-2, miR-126*, miR-127, miR-
128b, miR-129, miR-129-1/2 prec, miR-132, miR-135-1, miR-136, miR-137, miR-141, miR-142-as, miR-143, miR-
146, miR-148, miR-149, miR-153, miR-155, miR 159-1, miR-181, miR-181b-1, miR-182, miR-186, miR-191, miR-192,
miR-195, miR-196-1, miR-196-1 prec, miR-196-2, miR-199a-1, miR-199a-2, miR-199b, miR-200b, miR-202, miR-203,
miR-204, miR-205, miR-210, miR-211, miR-212, miR-214, miR-215, miR-217, miR-221 y/o miR-223.

Como se describe en el presente documento, el nivel de un producto génico de miR en una muestra puede medirse
usando cualquier técnica que sea adecuada para detectar los niveles de expresion de ARN en una muestra
biol6gica. Se conocen bien por los expertos en la materia técnicas adecuadas (por ejemplo, andlisis de transferencia
de Northern, RT-PCR, hibridacion in situ) para determinar los niveles de expresion de ARN en una muestra biolégica
(por ejemplo, células, tejidos). El nivel de al menos un producto génico de miR puede detectarse usando analisis de
transferencia de Northern. Por ejemplo, el ARN celular total puede purificarse a partir de células por
homogeneizacién en presencia de tampdn de extraccién de acidos nucleicos, seguido de centrifugacién. Se
precipitan acidos nucleicos, y se retira ADN por tratamiento con Dnasa y precipitacién. Las moléculas de ARN se
separan después por electroforesis en gel en geles de agarosa de acuerdo con técnicas convencionales, y se
transfieren a filtros de nitrocelulosa. EI ARN se inmoviliza después en los filtros calentando. Se consigue deteccion y
cuantificacion de ARN especifico usando sondas de ADN o ARN marcadas de forma apropiada complementarias del
ARN en cuestion. Véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., eds., 22 edicion,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Capitulo 7.

Las sondas adecuadas (por ejemplo, sondas de ADN, sondas de ARN) para hibridacion de transferencia de
Northern de un producto génico de miR dado pueden producirse a partir de las secuencias de acido nucleico
proporcionadas en la Tabla 1a y Tabla 1 b e incluyen, pero sin limitacion, sondas que tienen al menos
aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de complementariedad con un producto
génico de miR de interés, asi como sondas que tienen complementariedad completa con un producto génico de miR
de interés. Se describen métodos para preparacion de sondas de ADN y ARN marcadas, y las condiciones para
hibridacion de las mismas con secuencias de nucleétidos diana, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J.
Sambrook et al., eds., 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Capitulos 10y 11.

Por ejemplo, la sonda de acido nucleico puede marcarse, por ejemplo, con un radionuclido, tal como ®H, ¥p, ¥p, Mo
0 **S; un metal pesado; un ligando capaz de actuar como un miembro de par de unién especifico para un ligando
marcado (por ejemplo, biotina, avidina o un anticuerpo); una molécula fluorescente; una molécula
quimioluminiscente; una enzima o similares.

Las sondas pueden marcarse para alta actividad especifica por el método de traslacion de muesca de Rigby et al.
(1977), J. Mol. Biol. 113: 237-251 o por el método de cebadores aleatorios de Fienberg et al. (1983), Anal. Biochein.
132: 6-13. Este Ultimo es el método elegido para sintetizar sondas marcas con ¥p de alta actividad especifica a
partir de ADN monocatenario o de moldes de ARN. Por ejemplo, reemplazando nucleétidos preexistentes con
nucleotidos altamente radiactivos de acuerdo con el método de traslacién de muesca, es posible preparar sondas de
acido nucleico marcadas con *P con una actividad especifica bastante superior a 108 cpm/microgramo. Después
puede realizarse deteccidn autorradiografica de hibridaciéon exponiendo filtros hibridados a pelicula fotografica. La
exploracion densitométrica de las peliculas fotograficas expuestas por los filtros hibridados proporciona una
medicién precisa de los niveles de transcrito génico de miR. Usando otro enfoque, los niveles de transcrito génico de
miR pueden cuantificarse por sistemas de formacion de imagenes computarizados, tales como el Molecular
Dynamics 400-B 2D Phosphorimager disponible de Amersham Biosciences, Piscataway, NJ.

Cuando el marcaje con radionuclidos de sondas de ADN o ARN no es practico, puede usarse el método de
cebadores aleatorios para incorporar un analogo, por ejemplo, el analogo de dTTP 5-(N-(N-biotinil-épsilon-
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aminocaproil)-3-aminoalil)desoxiuridina trifosfato, en la molécula sonda. El oligonucleétido sonda biotinilado puede
detectarse mediante reaccion con proteinas de union a biotina, tales como avidina, estreptavidina y anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos anti biotina) acoplados con colorantes fluorescentes 0 enzimas que produzcan reacciones de
color.

Ademas de Northern y otras técnicas de hibridacién de ARN, la determinacion de los niveles de transcritos de ARN
puede conseguirse usando la técnica de hibridacion in situ. Esta técnica requiere menos células que la técnica de
transferencia de Northern e implica depositar células completas en un cubreobjetos de microscopio y explorar el
contenido de &cido nucleico de la célula con una solucién que contenga sondas de acido nucleico radiactivas o
marcadas de otro modo (por ejemplo, ADNc o ARN). Esta técnica es particularmente adecuada para analizar
muestras de biopsia tisular de los sujetos. La practica de la técnica de hibridacion in situ se describe en mas detalle
en la Patente de Estados Unidos N°® 5.427.916. Pueden producirse sondas adecuadas para hibridacion in situ de un
producto génico de miR dado a partir de las secuencias de acido nucleico proporcionadas en la Tabla 1a y Tabla 1b,
e incluyen, pero sin limitacién, sondas que tienen al menos aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
98 % 0 99 % de complementariedad con un producto génico de miR de interés, asi como sondas que tienen
complementariedad completa con un producto génico de miR de interés, como se ha descrito anteriormente.

El nimero relativo de transcritos génicos de miR en células también puede determinarse por transcripcién inversa de
transcritos génicos de miR, seguido de amplificacién de los transcritos por transcripcion inversa por reaccion en
cadena la polimerasa (RT-PCR), por ejemplo, como se ejemplifica en el presente documento. Los niveles de
transcritos génicos de miR pueden cuantificarse en comparaciéon con un patron 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
patron interno incluye, por ejemplo, ARN nuclear pequefio U6, miosina o gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(G3PDH). Se conocen bien por los expertos en la materia métodos para realizar RT-PCR cuantitativa y
semicuantitativa, y variaciones de la misma.

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

Para superar estas limitaciones, puede construirse una oligobiblioteca, en formato de microplaca (es decir, una
micromatriz) que contenga un conjunto de sondas oligonucleotidicas (por ejemplo, oligodesoxinucleétido) que sean
especificas para un conjunto de genes de miR. Usando dicha micromatriz, puede determinarse el nivel de expresion
de multiples microARN en una muestra bioldgica por transcripcién inversa de los ARN para generar un conjunto de
oligodesoxinucledtidos diana, e hibridarlos para explorar los oligonucleétidos en la micromatriz para generar un perfil
de hibridacién, o expresion. El perfil de hibridacion de la muestra de ensayo puede compararse después con el de
una muestra de control para determinar qué microARN tienen un nivel de expresion alterado en células cancerosas
y/o células que muestran un trastorno mieloproliferativo. Como se usa en el presente documento, “oligonucleétido
sonda” u “oligodesoxinucledtido sonda” se refiere a un oligonucleétido que es capaz de hibridar con un
oligonucledtido diana. “Oligonucleétido diana” u “oligodesoxinucleétido diana” se refiere a una molécula para
detectar (por ejemplo, mediante hibridacion). Por “oligonucleétido sonda especifico de miR” u “oligonucleétido sonda
especifico para un miR” se entiende un oligonucleétido sonda que tiene una secuencia seleccionada para hibridar
con un producto génico de miR especifico, o con un transcrito inverso del producto génico de miR especifico.

Un “perfil de expresién” o “perfil de hibridacién” de una muestra particular es esencialmente una identificacion del
estado de la muestra; aunque dos estados pueden tener cualquier gen particular expresado de forma similar, la
evaluacion de varios genes simultdneamente permite la generacion de un perfil de expresién génica que es unico del
estado de la célula. Es decir, pueden distinguirse muestras tisulares, celulares o de fluidos normales de muestras
tisulares, celulares o de fluidos que muestran trastorno canceroso y/o mieloproliferativo correspondientes. Dentro de
las muestras tisulares, celulares o de fluidos que muestran trastorno mieloproliferativo y/o canceroso, pueden
determinarse diferentes estados de prondstico (por ejemplo, perspectivas de supervivencia a largo plazo buenas o
malas). Comparando perfiles de expresion de muestras tisulares, celulares o de fluidos que muestran trastorno
canceroso y/o mieloproliferativo en diferentes estados, se obtiene informacion con respecto a qué genes son
importantes (incluyendo tanto regulaciéon positiva como regulacién negativa de los genes) en cada uno de estos
estados. La identificacién de secuencias que se expresan diferencialmente en muestras tisulares, celulares o de
fluidos que muestran trastorno canceroso y/o mieloproliferativo, asi como la expresion diferencial que da como
resultado diferentes resultados de prondstico, permite el uso de esta informacion de varias maneras. Por ejemplo,
puede evaluarse un régimen de tratamiento particular (por ejemplo, para determinar si un farmaco quimioterapéutico
actla para mejorar el pronostico a largo plazo en un sujeto particular). De forma similar, el diagnéstico puede
realizarse o confirmarse comparando muestras de un sujeto con perfiles de expresién conocidos. Ademas, estos
perfiles de expresién génica (o genes individuales) permiten la exploracién de candidatos farmacolégicos que
suprimen el perfil de expresién del trastorno mieloproliferativo y/o cancer o convierten un perfil de prondéstico bueno
en un perfil de pronéstico mejor.
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Sin desear quedar ligado a ninguna teoria, se cree que las alteraciones en el nivel de uno o mas productos génicos
de miR en células pueden dar como resultado la desregulacion de una o méas dianas pretendidas para estos miR, lo
que puede conducir a diferenciacion megacariocitica aberrante y/o la formacién de cancer, un trastorno
mieloproliferativo y/o un trastorno plaquetario. Por lo tanto, la alteracion del nivel del producto génico de miR (por
ejemplo, reduciendo el nivel de un miR que esta regulado positivamente en células que muestran trastorno
canceroso y/o mieloproliferativo, aumentando el nivel de un miR que esta regulado negativamente en células que
muestran trastorno canceroso y/o mieloproliferativo) puede tratar exitosamente el cancer, trastorno mieloproliferativo
y/o trastorno plaquetario.

En consecuencia, la presente divulgacion abarca métodos para tratar un cancer y/o trastorno mieloproliferativo en un
sujeto, en el que al menos un producto génico de miR esta desregulado (por ejemplo, regulado negativamente,
regulado positivamente) en las células (por ejemplo, células cancerosas y/o células que muestran trastorno
mieloproliferativo) del sujeto. El nivel de al menos un producto génico de miR en una muestra de ensayo (por
ejemplo, una muestra que comprende tejidos, células o fluido que muestran trastorno mieloproliferativo y/o
canceroso) puede ser mayor que el nivel del producto génico de miR correspondiente en una muestra de control o
referencia. El nivel de al menos un producto génico de miR en una muestra de ensayo (por ejemplo, una muestra
que comprende tejidos, células o fluido que muestra trastorno canceroso y/o mieloproliferativo) puede ser menor que
el nivel del producto génico de miR correspondiente en una muestra de control. Cuando el al menos un producto
génico de miR aislado esta regulado negativamente en la muestra de ensayo (por ejemplo, una muestra que
comprende tejidos, células o fluido que muestra trastorno canceroso y/o mieloproliferativo), el método comprende
administrar una cantidad eficaz del al menos un producto génico de miR aislado, o una variante aislada o fragmento
biol6gicamente activo del mismo, de modo que se inhibe la proliferacion de las células que muestran trastorno
canceroso y/o mieloproliferativo en el sujeto. Por ejemplo, cuando un producto génico de miR esta regulado
negativamente en una célula cancerosa en un sujeto, la administracion de una cantidad eficaz de un producto génico
de miR aislado al sujeto puede inhibir la proliferacion de la célula cancerosa. El producto génico de miR aislado que
se administra al sujeto puede ser idéntico a un producto génico de miR de tipo silvestre enddgeno (por ejemplo, un
producto génico de miR mostrado en la Tabla 1a o Tabla 1b) que esta regulado negativamente en la célula
cancerosa o puede ser una variante o fragmento biolégicamente activo del mismo. Como se define en el presente
documento, una “variante” de un producto génico de miR se refiere a un miARN que tiene menos del 100 % de
identidad con un producto génico de miR de tipo silvestre correspondiente y posee una o mas actividades biologicas
del producto génico de miR de tipo silvestre correspondiente. Los ejemplos de dichas actividades biolégicas
incluyen, pero sin limitacion, inhibicién de la expresién de una molécula de ARN diana (por ejemplo, inhibiendo la
traduccion de una molécula de ARN diana, modulando la estabilidad de una molécula de ARN diana, inhibiendo el
procesamiento de una molécula de ARN diana) e inhibicién de un proceso celular asociado con cancer y/o un
trastorno mieloproliferativo (por ejemplo, diferenciacién celular, crecimiento celular, muerte celular). Estas variantes
incluyen variantes de especie y variantes que son la consecuencia de una o mas mutaciones (por ejemplo, una
sustitucion, una delecion, una insercién) en un gen de miR. La variante puede ser al menos aproximadamente 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % idéntica a un producto génico de miR de tipo silvestre correspondiente.

Como se define en el presente documento, un “fragmento biol6égicamente activo” de un producto génico de miR se
refiere a un fragmento de ARN de un producto génico de miR que posee una 0 mas actividades biolégicas de un
producto génico de miR de tipo silvestre correspondiente. Como se ha descrito anteriormente, los ejemplos de
dichas actividades biolégicas incluyen, pero sin limitacién, inhibicion de la expresién de una molécula de ARN diana
e inhibicibn de un proceso celular asociado con cancer y/o un trastorno mieloproliferativo. El fragmento
biolégicamente activo puede ser de al menos aproximadamente 5, 7, 10, 12, 15 0 17 nucleétidos de longitud. Puede
administrarse un producto génico de miR aislado a un sujeto en combinacion con uno o mas tratamientos
antineoplasicos adicionales. Los tratamientos antineoplasicos adecuados incluyen, pero sin limitacién, quimioterapia,
radioterapia y combinaciones de los mismos (por ejemplo, quimiorradiacién).

Cuando el al menos un producto génico de miR aislado esta regulado positivamente en las células cancerosas, el
método comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto que inhibe la expresién del al menos
un producto génico de miR, de modo que se inhibe la proliferacion de las células que muestran trastorno
mieloproliferativo y/o cancer. Dichos compuestos se denominan en el presente documento compuestos de inhibicion
de la expresion génica de miR. Los ejemplos de compuestos de inhibicién de la expresion génica de miR adecuados
incluyen, pero sin limitacion, los descritos en el presente documento (por ejemplo, ARN bicatenario, acidos nucleicos
antisentido y moléculas de ARN enzimaticas). Puede administrarse un compuesto que inhibe la expresidén génica de
miR a un sujeto en combinaciéon con uno o mas tratamientos antineoplasicos adicionales. Los tratamientos
antineoplasicos adecuados incluyen, pero sin limitacién, quimioterapia, radioterapia y combinaciones de los mismos
(por ejemplo, quimiorradiacion).

Como se describe, cuando el al menos un producto génico de miR aislado esta regulado positivamente en células
cancerosas (por ejemplo, células de LMA), el método puede comprender administrar al sujeto una cantidad eficaz de
al menos un compuesto para inhibir la expresion del al menos un producto génico de miR, de modo que se inhiba la
proliferacién de las células cancerosas. El compuesto para inhibir la expresién del al menos un producto génico de
miR puede inhibir un producto génico de miR seleccionado del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-99a,
miR-99-prec, miR-106, miR-339, miR-99b, miR-149, miR-33, miR-135, miR-20 y una combinacién de los mismos.
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Como alternativa, el compuesto para inhibir la expresion del al menos un producto génico de miR inhibe un producto
génico de miR seleccionado del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-106, miR-20, miR-135 y una
combinacion de los mismos. En otra alternativa, el compuesto para inhibir la expresiéon del al menos un producto
génico de miR inhibe un producto génico de miR seleccionado del grupo que consiste en miR-106, miR-20, miR-135
y una combinacion de los mismos.

Como se describe y ejemplifica en el presente documento, el factor de transcripcion MAFB, que esta regulado
positivamente en diferenciacion megacariocitica, es una diana de miR-130a. Ademas, se demostrd una relacién
inversa en la expresion de miR-130a y su diana respectiva. Por lo tanto, la expresion de pre-miR-130a dio como
resultado expresién reducida de MAFB (véase, por ejemplo, FIGURA 2C). Se sabe que MAFB esta desregulado en
cancer (por ejemplo, mieloma mudltiple y leucemia mieloide aguda). Por ejemplo, se ha observado expresién ectépica
de MAFB en células de mieloma humano que portaban translocaciones cromosomicas (14;20)(g32;q11) (Hanamura,
l., et al. (2001) Jpn. J. Cancer Res. 92(6): 638-644 (2001)). En consecuencia, un método para tratar un cancer y/o
trastorno mieloproliferativo en un sujeto puede comprender administrar una cantidad eficaz de al menos un producto
génico de miR o una variante aislada o fragmento biolégicamente activo del mismo al sujeto, en el que:

el cancer y/o trastorno mieloproliferativo esta asociado con la sobreexpresion de un producto génico de MAFB; y
el al menos un producto génico de miR se une con, y reduce la expresion de, el producto génico de MAFB.

El al menos un producto génico de miR o variante aislada o fragmento biolégicamente activo del mismo puede
comprender una secuencia de nucleotidos que es complementaria de una secuencia de nucleétidos en el producto
génico de MAFB (por ejemplo, complementario del 3° UTR de MAFB). El al menos un producto génico de miR puede
ser miR-130a o una variantes aislada o fragmento biolégicamente activo del mismo.

También como se describe y se ejemplifica en el presente documento, el ARNm de HOXA1, uno de los miembros de
la familia HOX de proteinas, esta regulado positivamente 7 veces en diferenciacion megacariocitica (véase, por
ejemplo, Ejemplo 4). Ademas, HOXA1 es una diana de miR-10a y su expresion esta relacionada de forma inversa
con la expresion de miR-10a. Por lo tanto, la expresién de pre-miR-10a dio como resultado la expresién reducida de
HOXA1 (véase, por ejemplo, FIGURAS 3C, 3F y 3G). HOXA1. Se ha demostrado que la expresion de HOXA1 es
suficiente para dar como resultado la transformacion oncogénica de células epiteliales mamarias humanas
inmortalizadas con formacién de tumor agresivo in vivo (Zhang, X., et al., (2002) J. Biol. Chem. 278(9): 7580-7590).
Ademas, la expresion forzada de HOXA1 en células de carcinoma mamario, de una manera dependiente de Bcl-2,
dio como resultado una potenciacion drastica de la proliferacion independiente de anclaje y la formacién de colonias
en agar blando. Misma referencia. En consecuencia, un método para tratar un cancer y/o trastorno mieloproliferativo
en un sujeto puede comprender administrar una cantidad eficaz de al menos un producto génico de miR o una
variante aislada o fragmento biolégicamente activo del mismo al sujeto, en el que:

el cancer y/o trastorno mieloproliferativo esté asociado con la sobreexpresién de un producto génico de HOXA1;y
el al menos un producto génico de miR se une con, y reduce la expresién de, el producto génico de HOXAT1.

El al menos un producto génico de miR o variante aislada o fragmento biolégicamente activo del mismo puede
comprender una secuencia de nucleotidos que es complementaria de una secuencia de nucleétidos en el producto
génico de HOXA1 (por ejemplo, complementario del 3 UTR de HOXA1). El al menos un producto génico de miR es
miR-10a o una variante aislada o fragmento biolégicamente activo del mismo.

Los métodos para tratar cancer y/o un trastorno mieloproliferativo en un sujeto pueden comprender adicionalmente
la etapa de determinar en primer lugar la cantidad de al menos un producto génico de miR en una muestra del
sujeto, y comparar ese nivel del producto génico de miR con el nivel de un producto génico de miR correspondiente
en un control. Si la expresion del producto génico de miR esta desregulada (por ejemplo, regulada negativamente,
regulada positivamente), en la muestra del sujeto, los métodos comprenden ademas alterar la cantidad del al menos
un producto génico de miR expresado en la muestra del sujeto. La cantidad del producto génico de miR expresado
en la muestra del sujeto puede ser menor que la cantidad de producto génico de miR expresado en el control, y se
administra al sujeto una cantidad eficaz del producto génico de miR, o una variante aislada o fragmento
biol6gicamente activo del mismo. Como alternativa, la cantidad del producto génico de miR expresado en la muestra
del sujeto puede ser mayor que la cantidad del producto génico de miR expresado en el control, y se administra al
sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto para inhibir la expresion del al menos un gen miR. Los miR
adecuados y compuestos que inhiben la expresion de genes miR incluyen, por ejemplo, los descritos en el presente
documento.

Los términos “tratar”, “tratando” y “tratamiento”, como se usan en el presente documento, se refieren a aliviar
sintomas asociados con una enfermedad o afeccion, por ejemplo, cancer y/o un trastorno mieloproliferativo,
incluyendo prevenir o retardar la aparicién de los sintomas de la enfermedad y/o reducir la gravedad o frecuencia de
los sintomas de la enfermedad o afeccién. Se define en el presente documento que los términos “sujeto”, “paciente”
e “ individuo” incluyen animales, tales como mamiferos, incluyendo, pero sin limitacion, primates, vacas, ovejas,
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cabras, caballos, perros, gatos, conejos, cobayas, ratas, ratones u otras especies bovinas, ovinas, equinas, caninas,
felinas, roedoras o murinas. Preferentemente, el animal es un ser humano.

Como se usa en el presente documento, una “cantidad eficaz” de un producto génico de miR aislado es una
cantidad suficiente para inhibir la proliferacion de células (por ejemplo, células cancerosas, células que muestran un
trastorno mieloproliferativo), en un sujeto que padece cancer y/o un trastorno mieloproliferativo. Un experto en la
materia puede determinar facilmente una cantidad eficaz de un producto génico de miR para administrar a un sujeto
dado, teniendo en cuenta factores tales como la talla y peso del sujeto; el alcance de la penetracion de enfermedad;
la edad, saluda 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 de miR aislado puede basarse en el peso aproximado de
una masa tumoral para tratar. El peso aproximado de una masa tumoral puede determinarse calculando el volumen
aproximado de la masa, en el que un centimetro cubico de volumen es aproximadamente equivalente a un gramo.
Una cantidad eficaz del producto génico de miR aislado basado en el peso de una masa tumoral puede estar en el
intervalo de aproximadamente 10-500 microgramos/gramo de masa tumoral. La masa tumoral puede ser 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 de miR aislado también puede basarse en el peso corporal aproximado o
estimado de un sujeto para tratar. Preferentemente, dichas cantidades eficaces se administran por via parenteral o
entérica, como se describe en el presente documento. Por ejemplo, una cantidad eficaz del producto génico de miR
aislado que se administra a un sujeto puede variar de aproximadamente 5-3000 microgramos/kg de peso corporal,
de aproximadamente 700-1000 microgramos/kg de peso corporal 0 mas de aproximadamente 1000 microgramos/kg
de peso corporal.

Un experto en la materia también puede determinar faciimente un régimen de dosificacion apropiado para la
administracion de un producto génico de miR aislado a un sujeto dado. Por ejemplo, puede administrarse un
producto génico de miR al sujeto una vez (por ejemplo, como una Unica inyecciéon o deposicion). Como alternativa,
puede administrarse un producto génico de miR una vez o dos veces al dia a un sujeto durante un periodo de
aproximadamente tres a aproximadamente veintiocho dias, mas particularmente de aproximadamente siete a
aproximadamente diez dias. En un régimen de dosificacion particular, se administra un producto génico de miR una
vez al dia durante siete dias. Cuando un régimen de dosificacion comprende multiples administraciones, se entiende
que la cantidad eficaz del producto génico de miR administrado al sujeto puede comprender la cantidad total del
producto génico administrado durante el régimen de dosificacion completo.

Como se usa en el presente documento, un producto génico de miR “aislado” es uno que se sintetiza, o altera o
retira del estado natural mediante intervencion humana. Por ejemplo, se considera que un producto génico de miR
sintético, o un producto génico de miR parcial o completamente separado de los materiales coexistentes de su
estado natural, esta “aislado”. Un producto génico de miR aislado puede existir en una forma sustancialmente
purificada, o pude existir en una célula a la que se ha suministrado el producto génico de miR. Por lo tanto, un
producto génico de miR que se suministra deliberadamente a, o se expresa en, una célula se considera un producto
génico de miR “aislado”. Un producto génico de miR producido dentro de una célula a partir de una molécula
precursora de miR también se considera que es una molécula “aislada”. Los productos génicos de miR aislados
descritos en el presente documento pueden usarse para la fabricacion de un medicamento para tratar cancer y/o un
trastorno mieloproliferativo en un sujeto (por ejemplo, un ser humano).

Pueden obtenerse productos génicos de miR aislados usando varias técnicas convencionales. Por ejemplo, los
productos génicos de miR pueden sintetizarse quimicamente o producirse de forma recombinante usando métodos
conocidos en la técnica. En una realizacion, los productos génicos de miR se sintetizan quimicamente usando
fosforamiditas de ribonucledsido protegidas de forma apropiada y un sintetizador de ADN/ARN convencional. Los
proveedores comerciales de moléculas de ARN sintéticas o reactivos de sintesis incluyen, por ejemplo, Proligo
(Hamburgo, Alemania), Dharmacon Research (Lafayette, CO, Estados Unidos), Pierce Chemical (parte de Perbio
Science, Rockford, IL, Estados Unidos), Glen Research (Sterling, VA, Estados Unidos), ChemGenes (Ashland, MA,
Estados Unidos) y Cruachem (Glasgow, Reino Unido).

Como alternativa, los productos génicos de miR pueden expresarse a partir de plasmidos de ADN circular o lineal
recombinantes usando cualquier promotor adecuado. Los promotores adecuados para expresar ARN a partir de un
plasmido incluyen, por ejemplo, las secuencias promotoras de ARN pol Il U6 o I-11, o los promotores de
citomegalovirus. La seleccion de otros promotores adecuados estd dentro de la experiencia de la técnica. Los
plasmidos recombinantes de la invencién también pueden comprender promotores inducibles o regulables para
expresion de los productos génicos de miR en células (por ejemplo, células cancerosas, células que muestran un
trastorno mieloproliferativo).

Los productos génicos de miR que se expresan a partir de plasmidos recombinantes pueden aislarse de sistemas de

expresion celular cultivados por técnicas convencionales. Los productos génicos de miR que se expresan a partir de
plasmidos recombinantes también pueden suministrarse a, y expresarse directamente en, células (por ejemplo,
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células cancerosas, células que muestran un trastorno mieloproliferativo). El uso de plasmidos recombinantes para
suministrar los productos génicos de miR a células (por ejemplo, células cancerosas, células que muestran un
trastorno mieloproliferativo) se analiza en mas detalles posteriormente.

Los productos génicos de miR pueden expresarse a partir de un plasmido recombinante separado, o pueden
expresarse a partir del mismo plasmido recombinante. Los productos génicos de miR pueden expresarse como
moléculas precursoras de ARN a partir de un Unico plasmido, y las moléculas precursoras se procesan en el
producto génico de miR funcional por 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 (por ejemplo, como se describe en la
Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N° 2002/0086356 de Tuschl et al.,) y el sistema de RNAsa lll de
E. coli (por ejemplo, como se describe en la Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N° 2004/0014113 de
Yang et al.,).

La seleccion de plasmidos adecuados para expresar los productos génicos de miR, métodos para insertar
secuencias de acido nucleico en el plasmido para expresar los productos génicos y métodos para suministrar el
plasmido recombinante a las células de interés estan dentro de la experiencia 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.

Un plasmido que expresa los productos génicos de miR puede comprender una secuencia que codifica ARN
precursor de miR bajo el control del promotor intermedio-temprano de CMV. Como se usan en el presente
documento, “bajo el control” de un promotor significa que las secuencias de acido nucleico que codifican el producto
génico de miR se localizan 3’ del promotor, de modo que el promotor puede iniciar la transcripcion de las secuencias
codificantes del producto génico de miR.

Los productos génicos de miR también pueden expresarse a partir de vectores virales recombinantes. Se contempla
que los productos génicos de miR pueden expresarse a partir de dos vectores virales recombinantes separados, o
del mismo vector viral. EIl ARN expresado a partir de los vectores virales recombinantes puede aislarse de sistemas
de expresién de células cultivadas por técnicas convencionales, o pueden expresarse directamente en células (por
ejemplo, células cancerosas, células que muestran un trastorno mieloproliferativo). El uso de vectores virales
recombinantes para suministrar los productos génicos de miR a células (por ejemplo, células cancerosas, células
que muestran un trastorno mieloproliferativo) se analiza en mas detalle posteriormente.

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

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

Por ejemplo, los vectores lentivirales puede seudotiparse con proteinas de superficie del virus de la estomatitis
vesicular (VSV), rabia, Ebola, Mokola y similares. Pueden prepararse vectores de AAV para dirigirse a células
diferentes modificando por ingenieria genética los vectores para expresar diferentes serotipos de proteinas de la
capsida. Por ejemplo, un vector de AAV que exprese una capsida de serotipo 2 en un genoma de serotipo 2 se
denomina AAV 2/2. Este gen de capsida de serotipo 2 en el vector de AAV 2/2 puede reemplazarse por un gen de
capsida de serotipo 5 para producir un vector de AAV 2/5. Estan dentro de la experiencia de este campo técnicas
para construir vectores de AAV que expresan diferentes serotipos de proteinas de la capsida; véase, por ejemplo,
Rabinowitz, J. E., et al. (2002), J. Viral. 76: 791-801.

Estan dentro de la experiencia de la técnica la seleccién de vectores virales recombinantes adecuados, métodos
para insertar secuencias de acido nucleico para expresar ARN en el vector, métodos para suministrar el vector viral
a las células de interés y recuperacion de los productos de ARN expresados. 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.

Son vectores virales particularmente adecuados los derivados de AV y AAV. Se describen un vector de AV

adecuado para expresar los productos génicos de miR, un método para construir el vector de AV recombinante y un
método para suministrar el vector a células diana en Xia et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010. Se describen
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vectores de AAV adecuados para expresar los productos génicos de miR, métodos para construir el vector de AAV
recombinante, y métodos para suministrar los vectores a células diana 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 N¢ 5.252.479; Patente de Estados Unidos N® 5.139.941; Solicitud de Patente Internacional N® WO 94/13788;
y Solicitud de Patente Internacional N® WO 93/24641. Los productos génicos de miR pueden expresarse a partir de
un Unico vector de AAV recombinante que comprende el promotor temprano intermedio de CMV.

Un vector viral de AAV recombinante puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica un ARN
precursor de miR en conexién operativa con una secuencia de terminaciéon de poliT bajo el control de un promotor
de ARN U6 humano. Como se usa en el presente documento, “en conexion operativa con una secuencia de
terminacion de poliT” significa que las secuencias de acido nucleico que codifican las cadenas con sentido o
antisentido estan inmediatamente adyacentes a la sefial de terminacién de poliT en la direccion 5. Durante la
transcripcion de las secuencias de miR del vector, las sefales de terminacion de poliT actian para terminar la
transcripcion.

Puede administrarse al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto que inhibe la expresién de miR. Como
se usa en el presente documento, “inhibir la expresiéon de miR” significa que la produccién del precursor y/o la forma
activa, madura del producto génico de miR después del tratamiento es menor que la cantidad producida antes del
tratamiento. Un experto en la materia puede determinar facilmente si se ha inhibido la expresion de miR en células
(por ejemplo, células cancerosas, células que muestran un trastorno mieloproliferativo), usando, por ejemplo, las
técnicas para determinar el nivel de transcrito de miR analizado en el presente documento. Puede producirse
inhibicién al nivel de la expresion génica (es decir, inhibiendo la transcripcion de un gen de miR que codifica el
producto génico de miR) o al nivel de procesamiento (por ejemplo, inhibiendo el procesamiento de un precursor de
miR en un miR activo, maduro).

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 células (por ejemplo, células cancerosas, células que
muestran un trastorno mieloproliferativo) en un sujeto que padece cancer y/o un trastorno mieloproliferativo. Un
experto en la materia puede determinar facilmente una cantidad eficaz de un compuesto que inhibe la expresién de
miR para administrar a un sujeto dado, teniendo en cuenta factores tales como la talla y peso del sujeto; el alcance
de la penetracion de 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 inhibidor de la expresién puede basarse en el peso aproximado de
una masa tumoral para tratar, como se describe en el presente documento. Una cantidad eficaz de un compuesto
que inhibe la expresiéon de miR también puede basarse en el peso corporal aproximado o estimado de un sujeto para
tratar, como se describe en el presente documento.

Un experto en la materia también puede determinar facilmente un régimen de dosificacion apropiado para
administrar un compuesto que inhibe la expresidon de miR a un sujeto dado, como se describe en el presente
documento. Los compuestos adecuados para inhibir la expresién génica de miR 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 puede dirigirse a un producto génico de miR dado e interferir
con la expresion (por ejemplo, inhibiendo la traduccion, induciendo la escision y/o degradacion) del producto génico
de miR diana.

Por ejemplo, puede inhibirse la expresion de un gen de miR dado induciendo interferencia de ARN del gen de miR
con una molécula de ARN bicatenaria aislada (“ARNbc”) que tenga al menos 90 %, por ejemplo, al menos 95 %, al
menos 98 %, al menos 99 % o 100 % de homologia de secuencia con al menos una parte del producto génico de
miR. La molécula de ARNbc puede ser un “ARN de interferencia corto o pequefio” o “ARNip”.

El ARNip util en los presentes métodos comprende ARN bicatenario corto de aproximadamente 17 nucleétidos a
aproximadamente 29 nucleétidos de longitud, preferentemente de aproximadamente 19 a aproximadamente 25
nucleétidos de longitud. EI ARNip comprende una cadena de ARN con sentido y una cadena de ARN antisentido
complementaria hibridadas entre si mediante interacciones de formacién de pares de bases de Watson-Crick
convencionales (en lo sucesivo en el presente documento “con formacion de pares de bases”). La cadena con
sentido comprende una secuencia de acido nucleico que es sustancialmente idéntica a una secuencia de acido
nucleico contenida dentro del producto génico de 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 nucleétidos. Las cadenas con sentido
y antisentido del ARNip pueden comprender dos moléculas de ARN monocatenarias, complementarias, o pueden
comprender una Unica molécula en la que se forman pares de bases de dos partes complementarias y se unen
covalentemente por un area de “horquilla” monocatenaria.
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El ARNip también puede ser ARN alterado que difiere del ARN de origen natural por la adicién, delecién, sustitucion
y/o alteracion de uno o mas nucledtidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adicién de material no nucleotidico, tal
como al extremo o los extremos del ARNip o a uno o mas nucleétidos internos del ARNip, o modificaciones que
hacen al ARNip resistente a digestién por nucleasa, o la sustitucion de uno o mas nucleétidos en el ARNip con
desoxirribonucleétidos.

Una o ambas cadenas del ARNip también pueden comprender un saliente 3'. Como se usa en el presente
documento, un “saliente 3" se refiere a al menos un nucleétido no emparejado que se extiende desde el extremo 3’
de una cadena de ARN bicatenaria. Por lo tanto, el ARNip puede comprender al menos un saliente 3’ de 1 a
aproximadamente 6 nucledtidos (que incluye ribonucledtidos o desoxirribonucledtidos) 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. El saliente 3’ puede estar presente en ambas
cadenas del ARNip, y es de 2 nucleétidos de longitud. Por ejemplo, cada cadena del ARNip puede comprender
salientes 3’ de acido ditimidilico (“TT”) o acido diuridilico (“uu”).

El ARNip puede producirse quimica o biolégicamente, o puede expresarse a partir de un plasmido recombinante o
vector viral, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos de miR aislados. Se describen métodos
ejemplares para producir y ensayar moléculas de ARNbc o ARNip en la Solicitud de Patente publicada de Estados
Unidos N® 2002/0173478 de Gewirtz y la Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N° 2004/0018176 de
Reich et al.

La expresién de un gen de miR dado también puede inhibirse por 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 a ARN
diana por medio de interacciones de ARN-ARN, ARN-ADN o ARN-acido peptidonucleico, que altera la actividad del
ARN diana. Los acidos nucleicos antisentido adecuados para su uso en los presentes métodos son acidos nucleicos
monocatenarios (por ejemplo, ARN, ADN, quimeras ARN-ADN, acidos peptidonucleicos (PNA)) que generalmente
comprenden una secuencia de acido nucleico complementaria de una secuencia de acido nucleico contigua en un
producto génico de miR. El acido nucleico antisentido puede comprender una secuencia de acido nucleico que es
50-100 % complementaria, 75-100 % complementaria o 95-100 % complementaria de una secuencia de acido
nucleico contigua en un producto génico de miR. Se proporcionan secuencias de acido nucleico de productos
génicos de miR humanos particulares en la Tabla 1a y Tabla 1b. Si desear quedar ligado a ninguna teoria, se cree
que los acidos nucleicos antisentido activan RNAsa H u otra nucleasa celular que digiere el producto génico de
miR/doble cadena de acido nucleico antisentido.

Los &cidos nucleicos antisentido también pueden contener modificaciones de la cadena principal de acido nucleico o
de los restos de azlcares y bases (0 sus equivalentes) para potenciar la especificidad de diana, resistencia a
nucleasa, suministro u otras propiedades relacionadas con la eficacia de la molécula. Dichas modificaciones
incluyen restos de colesterol, intercaladores bicatenarios, tales como acridina, 0 uno 0 mas grupos resistentes a
nucleasa.

Pueden producirse acidos nucleicos antisentido de forma quimica o biolégica, o pueden expresarse a partir de un
plasmido recombinante o vector viral, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos de miR
aislados. Estan dentro de la experiencia de la técnica métodos ejemplares para producir y ensayar; véase, por
ejemplo, Stein y Cheng (1993), Science 261: 1004 y Patente de Estados Unidos N® 5.849.902 de Woolf et al.

La expresién de un gen de miR dado también puede inhibirse por un &cido nucleico enzimatico. Como se usa en el
presente documento, un “acido nucleico enzimatico” se refiere a un acido nucleico que comprende una regién de
unién a sustrato que tiene complementariedad con una secuencia de acido nucleico contigua de un producto génico
de miR, y que es capaz de escindir especificamente el producto génico de miR. La regiéon de unién a sustrato de
acido nucleico enzimatico puede ser, por ejemplo, 50-100 % complementaria, 75-100 % complementaria o0 95-100 %
complementaria de una secuencia de acido nucleico contigua en un producto génico de miR. Los acidos nucleicos
enzimaticos también pueden comprender modificaciones en los grupos basicos, azucares y/o fosfato. Un é&cido
nucleico enzimatico ejemplar para uso en los presentes métodos es una ribozima.

Los acidos nucleicos enzimaticos pueden producirse de forma quimica o biolégica, o pueden expresarse a partir de
un plasmido recombinante o vector viral, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos de miR
aislados. Se describen métodos ejemplares para producir y ensayar moléculas de ARNbc o ARNip en Werner y
Uhlenbeck (1995), Nucleic Acids Res. 23: 2092-96; Hammann et al. (1999), Antisense and Nucleic Acid Drug Dev. 9:
25-31; y Patente de Estados Unidos N° 4.987.071 de Cech et al.

La administracion de al menos un producto génico de miR, o al menos un compuesto para inhibir la expresion de
miR, inhibira la proliferacion de células (por ejemplo, células cancerosas, células que muestren un trastorno
mieloproliferativo) en un sujeto que tiene un céncer y/o un trastorno mieloproliferativo. Como se usa en el presente
documento, “inhibir la proliferacién de células cancerosas o células que muestran un trastorno mieloproliferativo”
significa destruir las células, o detener permanente o temporalmente o ralentizar el crecimiento de las células. Puede
inferirse inhibicion de la proliferacion celular si el nimero de dichas células en el sujeto permanece constante o se
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reduce después de la administracién de los productos génicos de miR o compuestos de inhibicién de la expresion
génica de miR. Una inhibicién de la proliferacién de células cancerosas o células que muestran un trastorno
mieloproliferativo también puede inferirse si el nimero absoluto de dichas células aumenta, pero se reduce la tasa
de crecimiento tumoral.

El nimero de células cancerosas en el cuerpo de un sujeto puede determinarse por medicion directa, o por
estimacion a partir del tamafio de masas tumorales primarias o metastasicas. Por ejemplo, el nimero de células
cancerosas en un sujeto puede medirse por métodos inmunohistologicos, citometria de flujo u otras técnicas
disefadas 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 diagnostico, tales como rayos X, formaciéon de imagenes por resonancia magnética, ultrasonidos y
escintigrafia. Los métodos de formacién de imagenes de diagndstico usados para determinar el tamafio de la masa
tumoral pueden emplearse con o sin agentes de contraste, como se conoce en la técnica. El tamafo de una masa
tumoral también puede determinarse por medios fisicos, tales como palpacion de la masa tisular o0 medicién de la
masa tisular con un instrumento de medicién, tal como un calibrador.

Los productos génicos de miR o compuestos de inhibicién de la expresion génica de miR pueden administrarse a un
sujeto por cualquier medio adecuado para suministrar esos compuestos a células (por ejemplo, células cancerosas,
células que muestran un trastorno mieloproliferativo) del sujeto. Por ejemplo, los productos génicos de miR o
compuestos inhibidores de la expresion de miR pueden administrarse por métodos adecuados para transfectar
células del sujeto con estos compuestos, o con acidos nucleicos que comprenden secuencias que codifican estos
compuestos. Las células pueden transfectarse con un plasmido o vector viral que comprende secuencias que
codifican al menos un producto génico de miR o compuesto inhibidor de la expresién génica de miR.

Se conocen bien en la técnica métodos de transfeccion para células eucariotas, e incluyen, por ejemplo, inyeccién
directa del acido nucleico en el nucleo o pronucleo de una célula; electroporacion; transferencia de liposomas o
transferencia mediada por materiales lipéfilos; suministro de acido nucleico mediado por receptor, biobalistica o
aceleracion de particulas; precipitacién con fosfato calcico y transfeccién mediada por vectores virales.

Por ejemplo, las células pueden transfectarse con un compuesto de transferencia liposémico, por ejemplo, DOTAP
(metilsulfato de N-[1-(2,3-dioleoiloxi) propil]-N,N,N-trimetil-amonio, Boehringer-Mannheim) o un equivalente, tal como
LIPOFECTIN. La cantidad de acido nucleico usada no es critica; pueden conseguirse resultados aceptables con
0,1100 microgramos de acido nucleico/10° células. Por ejemplo, puede usarse una relacion de aproximadamente 0,5
microgramos de vector plasmidico en 3 microgramos de DOTAP por cada 10° células.

También puede administrarse un producto génico de miR o compuesto inhibidor de la expresién génica de miR a un
sujeto por cualquier via de administracién entérica o parenteral adecuada. Las vias de administracion entéricas
adecuadas para los presentes métodos incluyen, por ejemplo, suministro oral, rectal o intranasal. Las vias de
administracion parenteral adecuadas incluyen, por ejemplo, administracion intravascular (por ejemplo, inyeccion de
embolada intravenosa, infusion intravenosa, inyeccién de embolada intraarterial, infusién intraarterial e instilacién por
catéter en la vasculatura); inyeccion peri e intratisular (por ejemplo, inyeccidén peritumoral e intratumoral, inyeccién
intrarretinal o inyeccion subretinal); inyeccion o deposicidon subcuténea, incluyendo infusion subcutanea (tal como por
bombas osmoéticas); aplicacion directa al tejido de interés, por ejemplo por un catéter u otro dispositivo de colocacion
(por ejemplo, un microgranulo retinal o un supositorio o un implante que comprenda un material poroso, no poroso o
gelatinoso); e inhalacién. Son vias de administracién particularmente adecuadas inyeccion, infusion e inyeccién
directa en el tumor.

En los presentes métodos, puede administrarse un producto génico de miR o compuesto inhibidor de la expresion de
producto génico de miR al sujeto como ARN desnudo, en combinaciéon con un reactivo de suministro, 0 como un
acido nucleico (por ejemplo, un plasmido recombinante o vector viral) que comprende secuencias que expresan el
producto génico de miR o compuesto inhibidor de la expresion génica de miR. Los reactivos de suministro
adecuados incluyen, por ejemplo, el reactivo lipéfilo Mirus Transit TKO; LIPOFECTIN; lipofectamina; celfectina;
policationes (por ejemplo polilisina) y liposomas.

Se analizan en el presente documento y/o se conocen bien en la técnica plasmidos recombinantes y vectores virales
que comprenden secuencias que expresan productos génicos de miR o compuesto inhibidores de la expresion
génica de miR, y técnicas para suministrar dichos plasmidos y vectores a células cancerosas.

Pueden usarse liposomas para suministrar un producto génico de miR o compuesto inhibidor de la expresién génica
de miR (o acidos nucleicos que comprenden secuencias que los codifican) a un sujeto. 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 seleccion de lipidos generalmente se guia
por consideracion de factores, tales como el tamafio del liposoma deseado y la semivida de los liposomas en el
torrente sanguineo. Se conocen diversos métodos para preparar liposomas, por ejemplo, como se describe en
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Szoka et al. (1980), Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9: 467; y las Patentes de Estados Unidos N° 4.235.871, 4.501.728,
4.837.028 y 5.019.369.

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

Los liposomas para su uso en los presentes métodos también pueden modificarse para evitar la eliminacién por el
sistema de macré6fagos mononucleares (“MMS”) y sistema reticuloendotelial (“RES”). Dichos liposomas modificados
tienen restos de inhibicion de la opsonizaciéon en la superficie o incorporados en la estructura del liposoma. Un
liposoma puede comprender tanto un resto de una inhibicién de la opsonizaciéon como un ligando.

Los restos de inhibicion de la opsonizacion para su uso en la preparacion de los liposomas de la invenciéon son
normalmente polimeros hidréfilos grandes que estan unidos a las membranas del liposoma. Como se usa en el
presente documento, un resto inhibidor de la opsonizacién esta “unido” a una membrana de liposoma cuando esta
fijlado quimica o fisicamente a la membrana, por ejemplo, por la intercalaciéon de un anclaje soluble en lipidos en la
membrana en si misma, o por unién directa a grupos activos de lipidos de membrana. Estos polimeros hidréfilos
inhibidores de la opsonizaciéon forman una capa superficial protectora que reduce significativamente la captacion de
los liposomas por el MMS y RES; por ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 4.920.016.

Los restos inhibidores de la opsonizacion adecuados para modificar liposomas son preferentemente polimeros
solubles en agua con un peso molecular medio en nimero de aproximadamente 500 a aproximadamente 40.000
daltons, y mas preferentemente de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 20.000 dalton. Dichos polimeros
incluyen polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol (PPG) o derivados de los mismos; 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, polivinil
alcohol y polixilitol a los que se unen quimicamente grupos carboxilicos 0 amino, asi como gangliésidos, tales como
gangliésido GM1. También son adecuados copolimeros de PEG, metoxi PEG o metoxi PPG, o derivados de los
mismos. Ademas, el polimero inhibidor de la opsonizacién puede ser un copolimero en bloque de PEG y un
poliaminoacido, polisacarido, poliamidoamina, polietiienamina o polinucleétido. Los polimeros inhibidores de la
opsonizacién también pueden ser polisacaridos naturales que contienen aminoacidos o acidos carboxilicos, por
ejemplo, &cido galacturdnico, acido glucurdnico, acido manurénico, acido hialurénico, acido péctico, acido
neuraminico, acido alginico, carragenina; polisacaridos aminados u oligosacaridos (lineales o ramificados); o
polisacaridos u oligosacaridos carboxilados, por ejemplo, que han reaccionado con derivados de acidos carbonicos
con enlace resultante de grupos carboxilicos. Preferentemente, el resto inhibidor de la opsonizaciéon es un PEG,
PPG o un derivado de los mismos. Los liposomas modificados con PEG o derivados de PEG se denominan en
ocasiones “liposomas PEGilados”.

El resto inhibidor de la opsonizacién puede estar unido con la membrana del liposoma por cualquiera de numerosas
técnicas bien conocidas. Por ejemplo, un éster de N-hidroxisuccinimida de PEG puede estar unido a un anclaje
soluble en lipido de fosfatidiletanolamina, y después unido a una membrana. De forma similar, un polimero de
dextrano puede derivatizarse con un anclaje soluble en lipido de estearilamina mediante aminaciéon reductora
usando Na(CN)BHs y una mezcla de disolvente, tal como tetrahidrofurano y agua en una relacién 30:12 a 60 °C.

Los liposomas modificados con restos inhibidores de la opsonizacién permanecen en la circulacion mucho mas
tiempo que los liposomas no modificados. Por esta razén, dichos liposomas se determinan en ocasiones liposomas
“sigilosos”. Se sabe que los liposomas sigilosos se acumulan en tejidos alimentados por microvasculatura porosa o
“filtrante”. Por lo tanto, el tejido caracterizado por dichos defectos de la microvasculatura, por ejemplo, tumores
solidos, acumulara eficazmente estos liposomas; véase Gabizon, et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 18:
6949-53. Ademas, la captacion reducida por el RES reduce la toxicidad de liposomas sigilosos evitando la
acumulacién significativa de los liposomas en el higado y el bazo. Por lo tanto, los liposomas que se modifican con
restos inhibidores de la opsonizacién estan particularmente adaptados para suministrar los productos génicos de
miR o compuestos inhibidores de la expresion génica de miR (o acidos nucleicos que comprenden secuencias que
los codifican) a células tumorales.

Los productos génicos de miR o compuestos inhibidores de la expresion génica de miR pueden formularse como
composiciones farmacéuticas, en ocasiones denominadas “medicamentos”, antes de administrarlos a un sujeto, de
acuerdo con técnicas conocidas en este campo. En consecuencia, la presente divulgacion abarca composiciones
farmacéuticas para tratar cancer y/o un trastorno mieloproliferativo.

La composicién farmacéutica puede comprender al menos un compuesto inhibidor de la expresién de miR y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El al menos un compuesto inhibidor de la expresion de miR puede ser
especifico de un producto génico de miR cuya expresion es mayor en células cancerosas que en células de control
(es decir, esta regulado positivamente). EI compuesto inhibidor de la expresién de miR puede ser especifico de uno
0 mas productos génicos de miR seleccionados del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-99a, miR-99-
prec, miR-106, miR-339, miR-99b, miR-149, miR-33, miR-135 y miR-20. Como alternativa, el compuesto inhibidor de
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la expresion de miR puede ser especifico de uno o mas productos génicos de miR seleccionados del grupo que
consiste en miR-101, miR-126, miR-106, miR-20 y miR-135. En otra alternativa, el compuesto inhibidor de la
expresion de miR puede ser especifico de uno o mas productos génicos de miR seleccionados del grupo que
consiste en miR-106, miR-20 y miR-135.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender una cantidad eficaz de al menos un producto génico de miR,
0 una variante aislada o fragmento biol6gicamente activo del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El
cancer y/o trastorno mieloproliferativo puede asociarse con la sobreexpresién de un producto génico de MAFB. La
composicion farmacéutica puede comprender al menos un producto génico de miR que se une con, y reduce la
expresion de, el producto génico de MAFB. El al menos un producto génico de miR puede comprender una
secuencia de nucleétidos que es complementaria de una secuencia de nucleétidos en el producto génico de MAFB.
El al menos un producto génico de miR puede ser miR-130a o una variante aislada o fragmento biolégicamente
activo del mismo.

Las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden usarse para tratar un cancer y/o un
trastorno mieloproliferativo, en el que el cancer y/o trastorno mieloproliferativo se asocia con la sobreexpresién de un
producto génico de HOXA1. La composicidon farmacéutica puede comprender al menos un producto génico de miR
que se une con, y reduce la expresion de, el producto génico de HOXA1. El al menos un producto génico de miR
puede comprender una secuencia de nuclebtidos que es complementaria de una secuencia de nucleétidos en el
producto génico de HOXA1. El al menos un producto génico de miR puede ser miR-10a o una variante aislada o
fragmento bioldgicamente activo del mismo.

Las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento se caracterizan como al menos estériles y
sin pirégenos. Como se usa en el presente documento, las “composiciones farmacéuticas” incluyen formulaciones
para uso humano y veterinario. Estan dentro de la experiencia de la técnica métodos para preparar las
composiciones farmacéuticas, por ejemplo, como se describe en Remington’s Pharmaceutical Science, 172 ed.,
Mack Publishing Company, Easton, PA. (1985).

Las presentes composiciones farmacéuticas comprenden al menos un producto génico de miR o compuesto
inhibidor de la expresion génica de miR (o al menos un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica el
producto génico de miR o compuesto inhibidor de la expresion génica de miR) (por ejemplo, 0,1 a 90 % en peso) o
una sal fisiolégicamente aceptable del mismo, mezclado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
composicion farmacéutica puede comprender adicionalmente uno o mas agentes antineoplasicos (por ejemplo,
agentes quimioterapéuticos). Las formulaciones farmacéuticas también pueden comprender al menos un producto
génico de miR o compuesto inhibidor de la expresion génica de miR (o al menos un &cido nucleico que comprende
una secuencia que codifica el producto génico de miR o compuesto inhibidor de la expresion génica de miR), que
estan encapsulados por liposomas y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica puede
comprender un gen o producto génico de miR que no es miR-15, miR-16, miR-143 y/o miR-145.

Son vehiculos farmacéuticamente aceptables especialmente adecuados agua, agua tamponada, soluciéon salina
normal, solucién salina 0,4 %, glicina 0,3 %, acido hialurdnico y similares.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender al menos un producto génico de miR o compuesto inhibidor
de la expresion génica de miR (o al menos un &cido nucleico que comprende una secuencia que codifica el producto
génico de miR o compuesto inhibidor de la expresion génica de miR) que es resistente a degradacion por nucleasas.
Un experto en la materia puede sintetizar facilmente acidos nucleicos que son resistentes a nucleasa, por ejemplo,
incorporando uno o mas ribonucleétidos que estan modificados en la posicién 2’ en el producto génico de miR. Los
ribonucleétidos modificados en 2’ adecuados incluyen los modificados en la posicion 2' con fluoro, amino, alquilo,
alcoxi y o-alilo.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos
convencionales. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen estabilizadores, antioxidantes, agentes de ajuste
de la osmolalidad, tampones y agentes de ajuste del pH. Los adyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo,
tampones fisiolégicamente biocompatibles (por ejemplo, clorhidrato de trometamina), adiciones de quelantes (tales
como, por ejemplo, DTPA o DTPA-bisamida) o complejos quelantes de calcio (tales como, por ejemplo, DTPA,
CaNaDTPA-bisamida) u, opcionalmente, adiciones de sales de calcio o sodio (por ejemplo, cloruro calcico,
ascorbato calcico, gluconato calcico o lactato calcico). Las composiciones farmacéuticas pueden envasarse para su
uso en forma liquida o pueden liofilizarse.

Para composiciones farmacéuticas sélidas, pueden usarse vehiculos farmacéuticamente aceptables sélidos no
toxicos convencionales; por ejemplo, usos farmacéuticos de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio,
sacarina sodica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio y similares.

Por ejemplo, una composicién farmacéutica sélida para administracién oral puede comprender cualquiera de los

vehiculos y excipientes enumerados anteriormente y 10-95 %, preferentemente 25 %-75 % del al menos un producto
génico de miR o compuesto inhibidor de la expresion génica de miR (o al menos un &cido nucleico que comprende
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secuencias que los codifican). Una composicién farmacéutica para administracién por aerosol (inhalacién) puede
comprender 0,01-20 % en peso, preferentemente 1 %-10 % en peso, del al menos un producto génico de miR o
compuesto inhibidor de la expresién génica de miR (o al menos un &cido nucleico que comprende una secuencia
que codifica el producto génico de miR o compuesto inhibidor de la expresién génica de miR) encapsulado en un
liposoma como se ha descrito anteriormente, y un propulsor. También puede incluirse un vehiculo segun se desee;
por ejemplo, lecitina para suministro intranasal.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas uno o0 mas agentes antineoplasicos. Las
composiciones pueden comprender al menos un producto génico de miR o compuesto inhibidor de la expresién
génica de miR (o al menos un acido nucleico que comprenda una secuencia que codifique el producto génico de
miR o compuesto inhibidor de la expresiéon génica de miR) y al menos un agente quimioterapéutico. Los agentes
quimioterapéuticos que son adecuados para los métodos desvelados en el presente documento incluyen, pero sin
limitacion, agentes alquilantes de ADN, agentes antibiéticos 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 nucleicos antisentido, ADN de triple hélice,
aptameros de acidos nucleicos y agentes virales, bacterianos y exotéxicos modificados molecularmente. Los
ejemplos de agentes adecuados para las composiciones desveladas en el presente documento incluyen, pero sin
limitacion, arabindsido de citidina, metotrexato, vincristina, etopésido (VP-16), doxorrubicina (adriamicina), cisplatino
(CDDP), dexametasona, arglabina, ciclofosfamida, sarcolisina, metilnitrosourea, fluorouracilo, 5-fluorouracilo (5FU),
vinblastina, camptotecina, actinomicina D, mitomicina C, peréxido de hidrégeno, oxaliplatino, irinotecan, topotecan,
leucovorina, carmustina, estreptozocina, CPT-11, taxol, tamoxifeno, dacarbacina, rituximab, daunorrubicina, 1--D-
arabinofuranosilcitosina, imatinib, fludarabina, docetaxel y FOLFOX4.

También se desvelan en el presente documento métodos para identificar un agente antineoplasico, que comprenden
proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un producto génico de miR en la célula.
El método puede comprender proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un
producto génico de miR asociado con niveles de expresion aumentados en células cancerosas (por ejemplo, en
células LMA). Una reduccién del nivel del producto génico de miR que se asocia con aumento de los niveles de
expresion en cancer, en relacion con un control adecuado (por ejemplo, el nivel del producto génico de miR en
células de control), es indicativa de que el agente de ensayo es un agente antineoplasico. El al menos un producto
génico de miR asociado con aumento de los niveles de expresidén en células cancerosas puede seleccionarse del
grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-99a, miR-99-prec, miR-106, miR-339, miR-99b, miR-149, miR-33,
miR-135 y miR-20. Como alternativa, el al menos un producto génico de miR asociado con aumento de los niveles
de expresion en células cancerosas puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-106,
miR-20 y miR-135. En otra alternativa, el al menos un producto génico de miR asociado con aumento de los niveles
de expresion de células cancerosas puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-106, miR-20 y miR-135. El
producto génico de miR puede no ser uno o mas de let7a-2, let-7c, let-7g, let-7i, miR-7-2, miR-7-3, miR-9, miR-9-1,
miR-10a, miR-15a, miR-15b, miR-16-1, miR-16-2, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-24-1, miR-24-2, miR-25, miR-
29b-2, miR-30, miR-30a-5p, miR-30c, miR-30d, miR-31, miR-32, miR-34, miR-34a, miR-34a prec, miR-34a-1, miR-
34a-2, miR-92-2, miR-96, miR-99a, miR-99b prec, miR-100, miR-103, miR-106a, miR-107, miR-123, miR-124a-1,
miR-125b-1, miR-125b-2, miR-126*, miR-127, miR-128b, miR-129, miR-129-1/2 prec, miR-132, miR-135-1, miR-136,
miR-137, miR-141, miR-142-as, miR-143, miR-146, miR-148, miR-149, miR-153, miR-155, miR 159-1, miR-181,
miR-181b-1, miR-182, miR-186, miR-191, miR-192, miR-195, miR-196-1, miR-196-1 prec, miR-196-2, miR-199a-1,
miR-199a-2, miR-199b, miR-200b, miR-202, miR-203, miR-204, miR-205, miR-210, miR-211, miR-212, miR-214,
miR-215, miR-217, miR-221 y/o miR-223.

El método puede comprender proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un
producto génico de miR asociado con reduccion de los niveles de expresion en células cancerosas. Un aumento del
nivel del producto génico de miR en la célula, en relaciéon con un control adecuado (por ejemplo, el nivel del producto
génico de miR en una célula de control), es indicativa de que el agente de ensayo es un agente antineoplasico.

Los agentes adecuados incluyen, pero sin limitacion farmacos (por ejemplo, moléculas pequerias, péptidos), y
macromoléculas biolégicas (por ejemplo, proteinas, acidos nucleicos). El agente puede producirse de forma
recombinante, sintética, o puede aislarse (es decir purificarse) de una fuente natural. Se conocen bien en la técnica
diversos métodos para proporcionar dichos agentes a una célula (por ejemplo, transfeccion), y se han descrito
anteriormente en el presente documento varios de dichos métodos. También se conocen bien en la técnica métodos
para detectar la expresién de al menos un producto génico de miR (por ejemplo, transferencia de Northern,
hibridacion in situ, RT-PCR, realizacién de perfiles de expresion). También se describen en el presente documento
varios de estos métodos.

Ejemplificacion
A no ser que se indique de otro modo, los siguientes materiales y métodos se usaron en los Ejemplos.

Materiales y métodos
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Lineas celulares y células CD34" humanas.

Las lineas celulares de crisis blastica de leucemia mieloide crénica (LMC) humanas K-562 y MEG-01 se obtuvieron
del Cultivo Americano de Tejidos Tipo (ATCC, Manassas, VA) y se mantuvieron en RPMI 1640 (GIBCO, Carlsbad,
CA) que contenia FBS 10 % y penicilina-gentamicina a 37 °C con CO2 5 %. Las células de leucemia
megacarioblastica humana UT-7 y CMK, y la leucemia mieloide crénica (LMC) en LAMA de crisis blastica se
obtuvieron de DSMZ (Braunsweig, Alemania). Todas las células se mantuvieron en medio RPMI 1640 con FBS 20 %
y antibioticos, excepto UT-7 que es dependiente del factor y se cultivé en MEM-a con FBS 20 % y GM-CSF 5 ng/ml.
Se obtuvieron células CD34" de médula ésea humana congelada y reciente de Stemcell Technologies (Vancouver,
B. C., Canada). El analisis de FACS con respecto al antigeno CD34 revel6 una pureza >98 %.

Cultivos de células CD34" progenitoras humanas.

Se cultivaron células CD34" de médula 6sea humana en medio STEM (Stemcell Technologies), que incluye medio
de Dulbecco modificado por Isocove complementado con transferrina humana, insulina, albimina de suero bovino,
lipoproteina de baja densidad humana y glutamina, en presencia de trombopoyetina recombinante humana (TPO)
100 ng/ml, durante los primeros 4 dias, seguido de una combinacién de TPO 100 ng/ml, IL3 y SCF (mezcla de
citocina CC-200, Stemcell Technologies). La densidad celular inicial fue de 100.000 células/ml; tres veces a la
semana, la densidad celular se ajusté a 100.000 células a 200.000 células/ml. Para aumentar la pureza de las
células para andlisis de micromatrices, se realiz6 separacién de células el dia 10 de cultivo. Las células se incubaron
en hielo durante 45 minutos con CD34" anti humano, CD41" anti humano, CD61* anti humano, y sus isotipos
respectivos. Después de lavar dos veces con PBS FBS 3 %, las células se separaron usando una maquina de
separacion FACS Aria a granel en dos poblaciones separadas; células CD34 CD61* y CD34* CD61" para cultivo y
extraccion de ARN. La pureza de las poblaciones separadas fue mayor de 95 %.

Caracterizacion de megacariocitos.

Se realizaron preparaciones de Cytospin de progenitores CD34" y se tifieron con May-Grunwald Giemsa en puntos
temporales diferentes durante la induccion de diferenciacién megacariocitica. Para analisis de FACS, los anticuerpos
primarios que se usaron fueron los siguientes: CD41A, CD61A, CD42B y CD34 con sus isotipos respectivos (BD
Pharmingen, San Diego, CA). Se realizaron estudios citométricos como se ha descrito previamente (Tajima, S., et al.
(1996) J. Exp. Med 184,1357-1364) usando un FACScalibur (BD Biosciences) y el software CELLQUEST (BD
Biosciences).

Extraccion de ARN, transferencia de Northern y experimentos de micromatrices de miARN.

Se realizaron procedimientos como se ha descrito en detalle en otra parte (Liu, C.G., et al. (2002) Proc. Natal. Acad.
Sci. USA 101, 9740-9744). Los datos sin tratar se normalizaron y analizaron en software GENESPRING 7.2
(zcomSilicon Genetics, Redwood City, CA). Los datos de expresion se centraron en la mediana usando tanto la
opcion de normalizacion de GENESPRING como la normalizacion de la mediana global del paquete
BIOCONDUCTOR (www.bioconductor.org) con resultados similares. Se realizaron comparaciones estadisticas
usando la herramienta GENESPRING ANOVA, andlisis predictivo de micromatriz (PAM) y el software de analisis de
significacién de micromatriz (SAM) (www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM/index.html).

PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR) y PCR en tiempo real.

Se proces6 ARN total aislado con reactivo de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) después de tratamiento con DNasa
(Ambion, Austin, TX) directamente a ADNc por transcripcion inversa usando Superscript Il (Invitrogen). Se realiz
PCR en tiempo real comparativa por triplicado. Se obtuvieron cebadores y sondas de Applied Biosystems (Foster
City, CA) para los siguientes genes: HOXA1, HOXA3, HOXB4, HOXB5 y HOXD10. Se cuantificaron los niveles de
expresion génica usando el sistema de deteccion de Secuencia ABI Prism 7900 (Applied Biosystems). Se realiz6
normalizacion usando el kit de cebadores de ARN 18S. Se calcul6é la expresion relativa usando el método de
tomografia computarizada (CT). También se realizé RT-PCR usando los siguientes cebadores oligonucleotidicos:
MAFB FW; 5-AACTTTGTCTTGGGGGACAC-3' (SEC ID N°: 499);

MAFB RW; 5-GAGGGGAGGATCTGTTTTCC-3' (SEC ID N2 500);

HOXA1 FW; 5-CCAGGAGCTCAGGAAGAAGA GAT-3’ (SEC ID N2: 501);y

HOXA1 RW; 5-CCCTCTGAGGCATCTGATTGGGTTT-3' (SEC ID N2: 502).

Cuantificacion en tiempo real de miARN por RT-PCR de tallo-lazo.

Se realizé PCR en tiempo real para pri-miARN 10a, miR15a, miR16-1, miR-130a, miR-20, miR-106, miR-17-5, miR-
181b, miR-99a y miR-126 (Chen, C., et al. (2005) Nucl. Acids Res. 33, e179. Se us6 18S para normalizacién. Todos
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los reactivos y cebadores se obtuvieron de Applied Biosystems.
Bioinformatica

Se realiz6 prediccion de diana de miARN de los miARN expresados diferencialmente usando software
TARGETSCAN (www.genes.mit.edu/targetscan), MIRANDA (www.mskc.miranda.org), y PICTAR
(www.pictar.bio.nyu.edu).

Transfeccion de células J con precursores de miARN.

Se obtuvieron precursores de miARN miR-10a y miR-130a de Ambion: se nucleoporaron cinco millones de células
K562 usando Amaxa (Gaithesburg, MD) con 5 pg de oligonucleétidos precursores en un volumen total de 10 ml. La
expresion de los oligonucleétidos se evalué por transferencias de Northern y RT-PCR como se ha descrito.

Experimentos indicadores de luciferasa.

Los segmentos 3' UTR que contenian los sitios diana para miR-10a y miR-130a de los genes HOXA1 y MAFB,
respectivamente, se amplificaron por PCR a partir de ADN gendmico y se insertaron en el vector de control pGL3
(Promega, Madison, WI), usando el sitio Xbal inmediatamente cadena abajo del codon de parada de luciferasa. Se
usaron los siguientes conjuntos de cebadores oligonucleotidicos para generar fragmentos especificos:

MAFB FW 5-GCATCTAGAGCACCCCAGAGGAGTGT-3’ (SEC ID N°: 503);
MAFB RW 5-GCATCTAGACAAGCACCATGCGGTTC-3’ (SEC ID N¢: 504);
HOXA1 FW 5-TACTCTAGACCAGGAGCTCAGGAAGA-3 (SEC ID N2: 505); y
ROXA1 RW 5-MCATTCTAGATGAGGCATCTGATTGGG-3 (SEC ID N®: 506).

Los inventores también generaron dos insertos con deleciones de 5 pb y 9 pb, respectivamente, desde el sitio de
complementariedad perfecta usando el Kit de Mutagénesis dirigida QuikChange XL (Stratagene, La Jolla, CA). El
inserto de tipo silvestre (WT) y mutante se confirmd por secuenciacion.

Se cotransfect6é leucemia mieloide cronica humana (LMC) en la linea celular de crisis megacarioblastica (MEG-01)
en placas de seis pocillos usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante con 0,4
ug del vector indicador de luciferasa de luciérnaga y 0,08 ug del vector de control que contenia luciferasa de Renilla
pRL-TK (Promega). Para cada pocillo, se usaron los precursores premiR-130a y premiR-10a 10 nM (Ambion). Se
midieron las actividades luciferasa de luciérnaga y Renilla consecutivamente usando los ensayos de luciferasa
dobles (Promega) 24 horas después de la transfeccion.

Transferencias de Western.

Se extrajeron extractos proteicos totales y nucleares de células K562 transfectadas con miR-10a y miR-130a, asi
como células CD34" en diferentes estados de diferenciacion megacariocitica usando tampén RIPA o Kit de
Extraccion Nuclear (Pierce, Rockford, IL). Se analizé la expresién proteica por transferencia de Western con los
siguientes anticuerpos primarios: MAFB (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), HOXA1 (RED Systems,
Minneapolis, MN), B Actina y Nucleolina (Santa Cruz Biotechnology). Se usaron anticuerpos secundarios apropiados
(Santa Cruz Biotechnology).

Ejemplo 1: expresién de miARN durante la diferenciacion meqacariocitica in vitro de progenitores CD34".

Usando una combinacién de un factor de crecimiento megacariocitico especifico (trombopoyetina) y citocinas no
especificas (SCF e IL-3), los inventores pudieron generar in vitro descendencia megacariocitica abundante, pura, a
partir de progenitores de médula 6sea CD34" adecuados para estudios de micromatrices (FIGURA 4). Se obtuvo
ARN total para analisis de microplacas de miARN de tres progenitores de CD34 diferentes en la linea basal y los
dias 10, 12, 14 y 16 de cultivo con citocinas. Los inventores compararon inicialmente la expresion de miARN entre
los progenitores CD34" y los megacariocitos diferenciados CD34" agrupados en todos los puntos durante el proceso
de diferenciacion. Se identificaron 17 miARN (Tabla 1) que estan marcadamente regulados negativamente durante
la diferenciacién megacariocitica. No hubo miARN estadisticamente significativos regulados positivamente durante la
diferenciacion megacariocitica. Usando analisis predictivo de micromatrices (PAM), los inventores identificaron 8
microARN que predecian diferenciacion megacariocitica sin error de clasificacién errébnea: miR-10a, miR-10b, miR-
30c, miR-106, miR-126, miR-130a, miR-132 y miR-143. Todos estos miARN, excepto miR-143, se incluyen en los 17
miARN identificados por analisis de significacion de micromatrices (SAM). Las transferencias de Northern y PCR en
tiempo real para varios miARN confirmaron los resultados obtenidos por andlisis de microplacas de miARN (FIGURA

1).
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Debido a que los inventores descubrieron principalmente regulacion negativa de los miARN durante la
megacariocitopoyesis, plantean la hipétesis de que estos miARN pueden desbloquear genes diana implicados en la
diferenciacion. En linea con esta hipétesis, se predice que los miARN que estdn marcadamente regulados
negativamente en el sistema de los inventores se dirigen a genes con papeles importantes en la diferenciacion
megacariocitica. Entre los factores de transcripcion con funcion bien conocida en la megacariocitopoyesis, RUNX-1
(Elagib, K. E., et al. (2003) Blood, 101: 4333-4341), Fli-1 (Athanasoiu, M., et al. (1996) Cell Growth Differ. 7, 1525-
1534), FLT1 (Caselia, I., et al. (2003) Blood 101, 1316-1323), ETV6 (Hock, H., et al. (2004) Genes Dev. 18: 2336-
2341), TAL1 (Begley, C. G., y Green, A. R. (1999) Blood, 93: 2760-2770), ETS1 (Jackers, P., et al. (2004) J. Biol.
Chem. 279: 52183-52190) y CRK (Lannutti, B. J., et al. (2003) Exp. Hematol. 12: 1268-1274) son dianas potenciales
para varios miARN regulados negativamente en megacariocitos diferenciados. Ademas, cada uno de estos factores
de transcripcion tiene mas de un miARN que se predice que es su regulador. Por ejemplo, se predice que RUNX1
(AML1) es la diana de miR-106, miR-181b, miR-101, let7d y el grupo de miR-17-92. Los multiples miARN que se
predice que se dirigen a AML1 sugieren un modelo de regulacién combinatorio.

Los inventores observaron después la expresién temporal de miARN durante el proceso de diferenciacion
megacariocitica de progenitores CD34". Los inventores se centraron en miARN que se han descrito en tejidos
hematopoyéticos, tales como miR-223, miR-181, miR-155, miR-142, miR-15a, miR-16, miR-106 y el grupo de miR-
17-92 (FIGURA 5). Los inventores descubrieron cambios secuenciales en la expresiéon de miR-223. Inicialmente,
miR-223 esta regulado negativamente durante la diferenciacion megacariocitica, pero después de 14 dias en cultivo,
su expresion vuelve a niveles comparables con los de progenitores CD34 (FIGURA 1C). El grupo de miR-15a y miR-
16-1 también sigue el mismo patrén de expresion que miR-223 (FIGURA 1D), mientras que miR-181b, miR-155,
miR-106a, miR-17 y miR-20 se regularon negativamente durante la diferenciacién (FIGURA 6). La variacion temporal
de la expresién de miR-223 y miR-15a/mir-16-1 sugiere una funcién especifica de estadio.

Tabla 2. miARN regulados negativamente durante la diferenciacion megacariocitica de CD34" in vitro. Todos los
miARN expresados diferencialmente tienen valor q <0,01 (tasa de falso positivo).

Tabla 2
miARN Localizacion Ensayode T Factor de  Dianas potenciales
CromosoOmica (1) Cambio

hsa-mir-010a* 17 g21 -9,10 50,00 HOXA1, HOXA3, HOXD10, CRK,

FLT1

CRK, EV12, HOXA9, MAFB,
hsa-mir-126*  9q34 -2,73 8,33 CMAF

TAL1, FLT1, SKI, RUNX1, FOG2,
hsa-mir-106*  xq26.2 -2,63 2,86 FLI, PDGFRA, CRK

HOXA1, HOXA3, HOXD10, ETS-
hsa-mir-010b* 2g31 -2,17 11,11 1, CRK, FLT1

MAFB, MYB, FOG2, CBFB,
hsa-mir-130a* 11qg12 -2,08 4,76 PDGFRA, SDFR1, CXCL12
hsa-mir-130a- 11qg12 -2,07 7,69 NA+
prec* TAL1, SKI, FLT1, FOG2, ETS-1,
hsa-mir-124a 8923 -1,81 2,78 CBFB, RAF1, MYB
hsa-mir-032- 9931 -1,76 3,57 NA+
prec TAL1, CXCL12, MEIS1,MEIS2,
hsa-mir-101 1p31.3 -1,75 3,33 ETS-1 RUNX1, MYB

CBFB, MAFG, HOXA1, SBFI,
hsa-mir-30c 6q13 -1,71 2,56 NCOR2, ERG
hsa-mir-213*  1g31.3 -1,69 2,38 MAX- SATB2
hsa-mir-150*  19q13.3 -1,63 5,26 MYB, SDFRI

TAL1, SKI, RUNX-1,FLT1, CRK,
hsa-mir-020 13q31 -1,62 2,17 FOG2, RARB
hsa-mir-339 7p22 -1,60 3,03 RAP1B, JUNB, MEIS2 HOXA1, HOXA9,

MEIS2, ITGB3,
hsa-let-7a 9922 -1,58 2,94 PLDN

HOXA1, HOXD1, ITGB3, RUNX1,
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hsa-let-7d 9922 -1,56 2,17 PDGFRA

RUNX-1, KIT, HOXA1, MEIS2,
hsa-mir-181c  19p13 -1,55 2,50 ETS-1 ETV6, PDGFRA

RUNX-1, KIT, ITGA3,HOXA1,
hsa-mir-181b  1931.3 -1,53 2,13 MEIS2,ETS-1, SDFR1,

TAL1, SKI, FLT1, RUNX1, CRK,
hsa-mir-017 13931 -1,38 1,82 FOG1, ETS-1,MEIS1

1 p de ensayo <0,05.

* Estos miARN se identificaron por PAM como predictores de una clase megacariocitica con el menor error de
clasificacion errénea. Todos, excepto miR-143 estdn regulados negativamente durante la diferenciacion
megacariocitica.

NA# secuencia precursora de miARN que no contiene el miARN maduro, por lo tanto no se muestra diana
potencial.

Ejemplo 2: el factor de transcripcion de MAFB es una diana de miR-130a.

Usando tres algoritmos de prediccion de dianas (TARGETSCAN (www.genes.mit.edu/targetscan), MIRANDA
(www.microma.org/miranda_new.html), y PICTAR (www.pictar.bio.nyu.edu)), los inventores identificaron que se
predice que miR-130a se dirige a MAFB, un factor de transcripcion que esta regulado positivamente durante la
diferenciacion megacariocitica e induce el gen GPllb, en sinergia con GATA1, SP1 y ETS-1 (Sevinsky, J. R., et al.
(2004) Mol. Cell. Biol. 24, 4534-4545). Para investigar esta interaccion potencial, en primer lugar, los inventores
examinaron los niveles de ARNm y proteina MAFB en progenitores CD34" en la linea basa y después de
estimulaciéon de citocinas (FIGURA 2A). Los inventores descubrieron que la proteina MAFB esta regulada
positivamente durante la diferenciacién megacariocitica in vitro. Aunque los niveles de ARNm para MAFB por PCR
aumentan con la diferenciacién, este aumento no se correlaciona bien con la intensidad de su expresién proteica. El
patron inverso de la expresion de MAFB y miR-130a sugiri6 interaccién in vivo que se investigo adicionalmente.

Para demostrar una interaccion directa entre las 3° UTR de MAFB con miR-130a, los inventores insertaron las
regiones 3' UTR que se predijo que interaccionarian con este miARN en un vector de luciferasa. Este experimento
revelé una represion de aproximadamente -60 % de la actividad luciferasa en comparacion con el vector de control
(FIGURA 2B). Como un experimento de control adicional, los inventores usaron una secuencia de ARNm diana
mutada para MAFB sin cinco de las bases complementarias. Como se esperaba, las mutaciones anularon
completamente la interaccion entre miR-130a y sus 3'UTR diana (FIGURA 2B).

Los inventores también determinaron las consecuencias in vivo de la sobreexpresion de miR-130a en la expresion
de MAFB. El pre-miR-130a y un control negativo se transfectaron por electroporacion en células K562, que expresan
de forma natural MAFB y carecen de miR-130a. La transfeccién del pre-miR-130a, pero no el control, dio como
resultado una reduccion de los niveles de proteinas a las 48 horas (FIGURA 2C). La transferencia de Northern
confirmo la expresion ectdpica exitosa de miR-130a en células K562 (FIGURA 7).

Ejemplo 3: miR-10a se correlaciona con la expresion génica de HOXB.

Se ha indicado que en embriones de raton, se expresan miR-10a, miR-10b y miR-196 en patrones de tipo HOX
(Mansfield, J. H., et al. (2004) Nature 36, 1079-1083) y siguen estrechamente su grupo HOX “hospedador” durante la
evolucion (Tanzer, A., et al. (2005) J. Exp. Zool. B Mol. Dev. Evol. 304B, 75-85). Estos datos sugieren elementos
reguladores comunes entre grupos paralogos. El miR-10a esta localizado en el cromosoma 17921 dentro del grupo
de los genes HOXB (FIGURA 8) y miR-10b esta localizado en el cromosoma 2931 dentro del grupo de genes HOXD.
Para determinar si el patrén de expresiéon de miR-10a se correlaciona con la expresion de genes HOXB, los
inventores realizaron RT-PCR para HOXB4 y HOXB5, que son los genes localizados 5 y 3’, respectivamente, de
miR-10a en el grupo HOXB. Como se muestra en la FIGURA 8, la expresion de HOXB4 y HOXBS5 fue paralela a la
de miR-10a, lo que sugiere un mecanismo regulador comun.

Ejemplo 4: miR-10a regula negativamente HOXA1.

Los inventores determinaron por matriz de miARN y transferencia de Northern que miR-10a esta marcadamente
regulado negativamente durante la diferenciacion megacariocitica. Resulta interesante que los inventores
descubrieron varios genes HOX como dianas potenciales para miR-10 (Tabla 2). Los inventores investigaron por lo
tanto si miR-10a podria dirigirse a un gen HOX. Los inventores realizaron PCR en tiempo real para las dianas de
HOX predichas de miR-10: HOXA1, HOXA3 y HOXD10. Después de normalizacién con ARN 18S, los inventores
descubrieron que el ARNm de HOXA1 estd regulado positivamente 7 veces durante la diferenciacién
megacariocitica en comparacién con progenitores de CD34 (FIGURA 3A; véase también FIGURA 9). Los niveles de
proteina HOXA1 también estaban regulados positivamente durante la diferenciacién megacariocitica (FIGURA 3B).
Estos resultados estdn en marcado contraste con la regulacion negativa de miR-10a en diferenciacion
megacariocitica, lo que sugiere que miR-10a podria ser un inhibidor de la expresion de HOXA1. Para demostrar una
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interaccion directa de miR-10a y las secuencias 3' UTR del gen de HOXAT1, los inventores llevaron a cabo un ensayo
indicador de luciferasa como se describe en Materiales y Métodos. Cuando el precursor de miARN miR-10a se
introdujo en las células MEGO1 junto con el plasmido indicador que contenia la secuencia 3 UTR de HOXA1, se
observo una reduccion del 50 % en la actividad luciferasa (FIGURA 3C). El grado de complementariedad entre miR-
10ay el 3 UTR de HOXA1 se muestra en la Figura 3D, como se predice por PICTAR (www.pictar.bio.nyu.edu).

Para confirmar estos hallazgos in vivo, los inventores transfectaron células K562 con el precursor pre-miR-10a
usando nucleoporacién y midieron la expresion de ARNm de HOXA1 por RT-PCR y los niveles de proteina HOXA1
por transferencia de Western. Se documento6 expresion ectopica exitosa de miR-10a por Transferencia de Northern
(FIGURA 3E). Se encontr6 una reduccion significativa en los niveles de ARNm y proteina para HOXA1 para células
K562 transfectadas con el precursor de miR-10a pero no con el control negativo (FIGURAS 3F y 3G). Estos datos
indican que miR-10a se dirige a HOXA1 in vitro e in vivo.

Se ha indicado que miR-196 induce escision de ARNm de HOXB8, apuntando a un mecanismo de restriccion
postranscripcional de la expresiéon génica de HOX (Yekta, S., et al. (2004) Science, 304: 594-596). Al contrario que
la interaccion de miR-196-HOXB8, en la que existe una complementariedad casi perfecta, el grado de
emparejamiento entre miR-10a y el 3 UTR de HOXA1 humano es subéptimo (FIGURA 4). Aunque los resultados de
los inventores indicaron degradacion de ARNm diana, son necesarios estudios adicionales para determinar si la
escision o la represién traduccional es el mecanismo primario de regulaciéon negativa del gen de HOXA1 en este
sistema. Un estudio previo usando analisis de micromatrices mostré que un gran numero de genes de ARNm diana
estan regulados negativamente por miARN al nivel de transcripcion (Lim, L. P., et al. (2005) Nature: 433,769-771).
Estos datos plantean la cuestién de si la degradacion diana es una consecuencia de la represion traduccional y
posterior relocalizacién de los complejos de diana-miR a cuerpos de procesamiento citoplasmaticos o es un
acontecimiento primario (Pillai, R. (2005) RNA 11, 1753-1761).

Ejemplo 5: realizaciéon de perfiles de miARN en lineas celulares de leucemia megacarioblastica aguda (LMA).

Tras la identificacion del perfil de expresion de microARN de células CD34" durante la diferenciacion
megacariocitica, los inventores investigaron después la expresién de miARN en lineas celulares de LMA con el
objetivo de identificar miARN expresados diferencialmente que podrian tener un papel patégeno en leucemia
megacarioblastica. Los inventores compararon inicialmente la expresion de miARN en cuatro lineas celulares de
LMA con la de megacariocitos diferenciados por CD34" in vitro. Usando andlisis de significacion de micromatriz
(SAM), los inventores identificaron 10 miARN regulados positivamente en lineas celulares de LMA en comparacion
con los de megacariocitos diferenciados in vitro por CD34 (Tabla 3; véase también Tabla 4). Estos miARN son los
siguientes (en orden del factor de aumento con respecto a megacariocitos diferenciados): miR-101, miR-126, miR-
99a, miR-99-prec, miR-106, miR-339, miR-99b, miR-149, miR-33 y miR-135. Los resultados se validaron por RT-
PCR como se muestra en la FIGURA 10. Usando PAM, los inventores compararon la expresion de miARN en
células CD34" con megacariocitos diferenciados in vitro y lineas celulares de LMA (FIGURA 10). Resulta interesante
que los inventores descubrieron cinco miARN implicados en la identificacién de diferenciacién megacariocitica (miR-
101, miR-126, miR-106, miR-20 y miR-135) que estaban regulados positivamente en las lineas celulares leucémicas
(Tablas 3, 5y 6). Aun debe dilucidarse si este perfil representa solamente un estado de diferenciacién de las células
o tiene un verdadero papel patégeno. Apoyando la segunda hipoétesis, se predice que miR-106, miR-135 y miR-20 se
dirigen a RUNX1, que es uno de los genes mas habitualmente asociados con leucemia (Nakao, M., et al. (2004)
Oncogene 125, 709-719). Ademas, se han descrito mutaciones de RUNX1 en trombocitopenias familiares con una
propensién a desarrollar leucemia mieloide aguda (Song, W. J., et al. (1999) Nat. Genet. 23, 166-175).

Tabla 3. microARN regulados positivamente en lineas celulares megacarioblasticas agudas en comparacién con
megacariocitos diferenciados in vitro.

Todos los miARN tienen un valor g <0,01 (tasa de falso descubrimiento).

Se descubrié usando PAM que los mismos miARN, excepto miR-339 y miR-149, predecian una clase de leucemia
megacarioblastica sin error de clasificacion.

TABLA 3
miARN Localizacion Puntuacion Factor Cambio Dianas potenciales
Cromosomica de ensayo
de t
MEIS2, RUNX1, ETS-1, C-MYB,
hsa-mir-101 1p31.3 6,14 11,85 FOS, RARB, NFE2L2
hsa-mir-126 9q34 4,91 11,97 V-CRK
hsa-mir-099a 21g21 3,30 6,83 HOXA1, EIF2C, FOXA1
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hsa-mir-099b-prec 21921 2,85 7,59 NA

FLT1, SKI, E2F1, NCOA3,
hsa-mir-106 Xq26.2 2,79 3,33 PDGFRA, CRK
hsa-mir-339 7p22 2,58 3,36 HOXAT1, FLT1, PTP4A1, RAP1B

HOXA1, MYCBP2 RAP1A,
hsa-mir-099b 19913 2,46 4,19 MAFF, PDGFRA, SP1,
hsa-mir-149 2937 2,29 3,53 NFIB

PDGFRA, HIF1A, MEIS2
hsa-mir-033 2q13 2,27 3,23 SP1,HIF1A, SP3, HNRPAT,
hsa-mir-135 3p21 2,12 3,97 HOXA10, RUNX1

Los resultados descritos en el presente documento demuestran que hay una regulaciéon negativa de miARN durante
la megacariocitopoyesis. Hipotéticamente, la regulacion negativa de los miARN desbloguea los genes diana
implicados en la diferenciacion. En linea con esta hipotesis, se predice que los miARN que estan marcadamente
regulados negativamente en el sistema de los inventores se dirigen a genes con papeles importantes en la
diferenciacién megacariocitica. Por lo tanto, los inventores han mostrado que miR-130a se dirige a MAFB y miR-10a
modula HOXA1. El hecho de que los inventores descubrieron varios miARN expresados diferencialmente durante la
diferenciacion y leucemia que se predice que se dirigen a HOXA1 sugiere una funcién para HOXA1 en la
megacariocitopoyesis. En ultima instancia seran necesarios estudios de ganancia y pérdida para definir el papel de
HOXA1 en este proceso de diferenciacion. Los hallazgos de los inventores describen la expresion de miARN en
diferenciacion megacariocitica y sugiere un papel para la modulacion de miARN de este linaje dirigiéndose a
factores de transcripcion megacariociticos. Ademas en lineas celulares de leucemia megacarioblastica, los
inventores han descubierto expresién inversa de miARN implicados en diferenciacion megacariocitica normal. Estos
datos proporcionan un punto de partida para futuros estudios de los miARN en la megacariocitopoyesis y leucemia.

Tabla 4. Identificacion de la diferenciacidon megacariocitica.
TABLA 4

microARN Expresion de CD34 Expresion Megacariocitica

hsa-mir-010a aumento Reduccion
hsa-mir-126 aumento Reduccion
hsa-mir-130a-prec aumento Reduccion
hsa-mir-010b aumento Reduccion
hsa-mir-106 aumento Reduccion
hsa-mir-130a aumento Reduccion
hsa-mir-132 aumento Reduccion
hsa-mir-30c aumento Reduccion
hsa-mir-143-prec Reduccion aumento

PAM seleccioné microARN con un error de clasificacion erronea muy bajo.

Tabla 5. Identificacién de lineas celulares de leucemia megacarioblastica

TABLAS
MicroARN  Puntuacion Factor de Nivel de Expresion en ANL Dianas potenciales
de ensayo Cambio M7
de t
MEIS2, RUNX1, C-MYB, FOS,
hsa-mir-101- 6,14 11,85 aumento RARb, NFE2L2
hsa-mir-126 4,91 11,97 aumento V-CRK
hsa-mir-099a 3,30 6,83 aumento HOXA1, EIF2C, FOXA1
hsa-mir-095 aumento SHOX2
hsa-mir-033 2,27 3,23 aumento PDGFRA, HIFIA, MEIS2
SP1, HIF1A, SP3, HNRPAT,

hsa-mir-135 2,12 3,97 aumento HOXA10, RUNX1
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hsa-mir-099b 2,85 7,59 aumento HOXA1, MYCBP2

HOXA1, FLT1, PTP4A1,
hsa-mir-339 2,58 3,36 aumento RAP1B
hsa-mir-106 2,79 3,33 aumento HOXAI, EIF2C, FOXA1
hsa-mir-124a 2,07 2,78 aumento SDFR1,RXRa
hsa-mir-155 reduccion ETS-1

TAL1, SKI, RUNX-1, FLTI, CRK,

hsa-mir-020 2,00 3,09 aumento FOG2, RARB
hsa-mir-025 1,98 4,24 aumento GATA2,
hsa-mir-140 reduccion GATAT1

PAM seleccion6 microARN. El factor de cambio de la expresién de miARN se muestra junto con la puntuacién del
ensayo de t (SAM) y dianas potenciales.

Tabla 6. Andlisis de tres clases que muestra los microARN regulados diferentes entre los tres tipos celulares:
progenitores CD34", lineas celulares de leucemia megacarioblastica aguda (LMA) y megacariocitos diferenciados in
vitro.

TABLA 6
microARN Localizacion Puntuacién de  Puntuacion de lineas Puntuacion de
CromosoOmica CD34* celulares AML M7 Megacariocitos
diferenciados In Vitro
hsa-mir-010a 17921 1,0198 0 -0,3562
hsa-mir-101 1p31.3 0 0,814 -0,432
hsa-mir-126 9934 0,0621 0,4882 -0,4514
hsa-mir-099a 21g21 0 0,4685 -0,2875
hsa-mir-033 22q13 0 0,4258 -0,2294
hsa-mir-095 4p16 0 0,4142 -0,3567
hsa-mir-010b 2031 0,3308 0 0
hsa-mir-155 21g21 0 -0,3217 0
hsa-mir-130a 11g12 0,2755 0 0
hsa-let-7d 9g22 0,263 -0,274 0
hsa-mir-099b-prec 21921 0 0,266 -0,1078
hsa-mir-135-2-prec 12023 0 0,2279 -0,2566
hsa-mir-339 7p22 0 0,2456 -0,1176
hsa-mir-099b 19913 0 0,2275 -0,1025
hsa-mir-106 Xq26 0 0,0575 -0,1891
hsa-let-7¢c 21921 0,0289 -0,1753 0
hsa-mir-148 7p15 0 -0,1748 0
hsa-mir-132-prec 17p13 0,1721 0 0
hsa-mir-020 13931 0 0,0374 -0,1509

Hay tres patrones de expresion de miARN entre los tres tipos celulares diferentes. El primer patron se define por
miARN altamente expresado en células CD34" y regulado negativamente en LMA y megacariocitos diferenciados.
miR-10a y miR-130a siguen este patrén de expresion; sin embargo, miR-10a esta regulado positivamente en LMA
en relacién con megacariocitos diferenciados. El segundo patrén es miARN que esta regulado positivamente en
LMA, regulado negativamente en células CD34" y megacariocitos diferenciados e incluye los siguientes miARN:
miR-126, miR-99, miR-101, let 7A y miR-100. Los Ultimos dos miARN estan expresados igualmente en CD34" y
megacariocitos diferenciados, en lugar de mostrar una reduccién gradual en la expresion, como se demuestra por
miR-126, miR-99 y miR-101. El dltimo patrén incluye miARN-106 y miARN-135-2, que estan regulados positivamente
en células CD34" y LMA, pero bajos en megacariocitos diferenciados.

Los microARN son una clase altamente conservada de ARN no codificantes con funciones reguladoras importantes
en proliferacion, apoptosis, desarrollo y diferenciacion. Como se describe en el presente documento, para descubrir
nuevas rutas reguladoras durante la diferenciacion megacariocitica, los inventores realizaron perfiles de expresion
de microARN de megacariocitos diferenciados in vitro derivados de progenitores hematopoyéticos CD34". Un
hallazgo importante fue la regulacién negativa de miR-10a, miR-126, miR-106, miR-10b, miR-17 y miR-20. Sin
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desear quedar ligado a ninguna teoria, se cree que la regulacién negativa de los microARN desbloquea genes diana
implicados en la diferenciacion. Se confirmd in vitro e in vivo que miR-130a se dirige al factor de transcripcion MAFB,
y esta implicado en la activacion del promotor GPIIB, una proteina clave para la fisiologia de plaquetas. Ademas, se
mostré que la expresion de miR-10a en megacariocitos diferenciados es inversa a la de HOXA1, y HOXA1 es una
diana directa de miR-10a. Finalmente, la expresién de microARN de lineas celulares leucémicas megacarioblasticas
se compar6é con la de megacariocitos diferenciados in vitro y progenitores CD34<+>. Este andlisis reveld la
regulacién positiva de miR-101, miR-126, miR-99a, miR-135 y miR-20 en la linea celular cancerosa. Los datos y
resultados descritos en el presente documento describen la expresién de microARN durante la megacariocitopoyesis
y demuestran un papel regulador de los microARN en este proceso dirigiéndose a los factores de transcripcion
megacariociticos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar leucemia megacarioblastica aguda (LMA) en un sujeto, que comprende:
i) determinar el nivel de al menos un producto génico de miR en una muestra del sujeto; y
ii) comparar el nivel del al menos un producto génico de miR en la muestra con un control, en donde el control es
el nivel del al menos un producto génico de miR de un sujeto que no tiene LMA, y en el que un aumento en el
nivel del al menos un producto génico de miR en la muestra del sujeto, en relacién con el del control, es
diagnostico de LMA'y

en el que el al menos un producto génico de miR es miR-135.

2. El método de la reivindicaciéon 1, que comprende ademas determinar en nivel de un producto génico de miR
adicional seleccionado del grupo que consiste en miR-101, miR-126, miR-106 y miR-20.

3. El método de la reivindicaciéon 1 0 2, en el que el sujeto es un ser humano.

4. El método de la reivindicacion 1, 2 o0 3, en el que el producto génico de miR-135 comprende miR-135a que tiene
SEC ID Ne¢: 389.

5. El método de la reivindicacion 1, 2 o 3, en el que el producto génico de miR-135 comprende miR-135b que tiene
SEC ID N2: 390.
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Represion relativa de la actividad luciferasa
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