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DESCRIPCION
Perfil de expresion de microARN asociado con cancer de pancreas
Antecedentes

El cancer de pancreas es la cuarta causa principal de muerte por cancer en los Estados Unidos. La tasa de
mortalidad anual en los ultimos cinco afos ha sido de aproximadamente 30.000, con un numero similar de nuevos
casos diagnosticados cada afo. El diagnostico para el cancer de pancreas es el peor de todos los tipos de cancer
con una relacién de mortalidad/incidencia de 0,99. La incidencia del cancer de pancreas en los Estados Unidos es
de aproximadamente 9 por cada 100.000. Estas cifras desalentadoras, que reflejan las tasas de aumento de
incidencia y de muerte, se deben a la falta de mejoras en las estrategias de deteccién y diagndstico y la escasez de
avances en los regimenes de tratamiento.

Los microARN (miARN) son ARN no codificantes cortos que se han identificado en el genoma de una amplia gama
de especies. Los miARN fueron descubiertos por primera vez en C. elegans en 1993 y posteriormente se han
descubierto en todos los organismos pluricelulares. Los miARN son reguladores negativos de la expresion genética y
se cree que actlan principalmente a través de interacciones imperfectas de pares de bases a secuencias dentro de
la region sin traducir 3' de los mMARN que codifican proteinas. Hacia 2006, se habian descubierto 326 miARN en
seres humanos. Mientras que el papel de cada uno de estos miARN se desconoce, los miARN especificos han sido
implicados en la regulacién de una serie diversa de procesos celulares que incluyen diferenciaciéon de adipocitos,
maduracion de ovocitos, mantenimiento del estado celular pluripotente y regulacién de la secrecion de insulina.

Un namero creciente de evidencias directas e indirectas sugiere una relacion entre la expresién de miARN alterado y
el cancer. Estos incluyen miR-15a y miR-16-1 en leucemia linfocitica crénica, miR-143 y miR-145 en cancer
colorrectal, let-7 en cancer de pulmén y miR-155 en linfoma difuso de linfocitos B grandes. La formacién de perfiles
de expresion se ha identificado en otros canceres con expresion diferencial de varios miARN que incluyen cancer de
mama, glioblastoma y cancer papilar de tiroides. Un policistron que codifica cinco miARN esta amplificado en
linfomas de linfocitos B humanos y la expresion forzada del policistrén junto con c-myc fue tumorigénica, lo que
sugiere que este grupo de miARN puede funcionar como oncogenes.

Se necesita un método para diagnosticar de forma fiable y precisa, o para la identificacion sistematica de individuos
con una predisposicion al cancer de pancreas. Ademas, es muy deseable un método para tratar el cancer de
pancreas.

Sumario

La presente invencion se basa, en parte, en la identificacion de miARN que tienen una expresién alterada en el
adenocarcinoma de pancreas.

La invencion proporciona métodos, tal como se define en las reivindicaciones, para diagnosticar sin un sujeto tiene, o
esta en riesgo de desarrollar, adenocarcinoma ductal pancreatico, que comprende medir el nivel de un producto
génico de miR que es un precursor o forma madura de MIR-021.

Tal como se define en las reivindicaciones, los métodos pueden comprender medir combinaciones de productos
génicos de miR y/o productos génicos de miR adicionales.

Ademas, se desvelan productos génicos de miR con expresién alterada seleccionados entre los siguientes grupos:
MIR-034b, MIR-092-2-P, MIR-096-P, MIR-129-2, MIR-130a-P, MIR-133b, MIR-139, MIR-188b-P, MIR-192, MIR-
200a-P, MIR-204, MIR-210, MIR-299-P, MIR-302d, MIR-337, MIR-371, MIR-378, MIR-383, MIR-422b, MIR-423, MIR-
375, let-7a-2-P, let-7b, let-7c, let-7d, let-7f-1, let-7i, MIR-001-2, MIR-007-1, MIR-015a, MIR-015b, MIR-016-1, MIR-
019b-1-P, MIR-021, MIR-023a, MIR-024-1,2, MIR-027a, b, MIR-029a,c, MIR-030d, MIR-032, MIR-092-1, MIR-098,
MIR-099a, MIR-100, MIR-107, MIR-125b-1, MIR-126, MIR-128a, MIR-132, MIR-136, MIR-142-P, MIR-145-P, MIR-
152, MIR-155, MIR-181a,c, MIR-196a-2, MIR-212, MIR-213, MIR-215, MIR-218-1,2, MIR-221, MIR-222-P, MIR-301,
MIR-328, MIR-331-P, MIR-345, MIR-367, MIR-376, MIR-424 y combinaciones de los mismos.

En algunos casos, el nivel del producto génico en la muestra biolégica es menor que el nivel de su producto génico
de miR correspondiente en la muestra de control. Dichos productos génicos subexpresados incluyen: MIR-092-2-P,
MIR-096-P, MIR-129-2, MIR-133b, MIR-139, MIR-188b-P, MIR-204, MIR-299-P, MIR-337, MIR-371, MIR-383, MIR-
375 y combinaciones de los mismos.

En algunos casos, el nivel del producto génico de miR en la muestra bioldgica es mayor que el nivel de su producto
génico de miR correspondiente en la muestra de control. Dichos productos génicos de miR sobrexpresados incluyen:
let-7a-2-P, let-7b, let-7c, let-7d, let-7f-1, let-7i, MIR-001-2, MIR-007-1, MIR-015a, MIR-015b, MIR-016-1, MIR-019b-1-
P, MIR-021, MIR-023a, MIR-024-1,2, MIR-027a, b, MIR-029a,c, MIR-030d, MIR-032, MIR-092-1, MIR-098, MIR-
099a, MIR-100, MIR-107, MIR-125b-1, MIR-126, MIR-128a, MIR-132, MIR-136, MIR-142-P, MIR-145-P, MIR-152,
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MIR-155, MIR-181a, ¢, MIR-196a-2, MIR-212, MIR-213, MIR-215, MIR-218-1,2, MIR-221, MIR-222-P, MIR-301, MIR-
328, MIR-331-P, MIR-345, MIR-367, MIR-376, MIR-424, y combinaciones de los mismos.

Los métodos de la presente divulgacién pueden incluir: (a) someter a ensayo los niveles de expresion de una
pluralidad de productos génicos de miR en la muestra de ensayo para proporcionar un perfil de expresién de miR
para la muestra de ensayo; y (b) comparar el perfil de expresién de miR de la muestra de ensayo con un perfil de
expresion de miR correspondiente a partir de la muestra de control. Una diferencia entre el perfil de expresion de
miR de la muestra de ensayo y el perfil de expresion de miR de la muestra de control es indicativo de que el sujeto
padece, o esta en riesgo de desarrollar, cancer de pancreas.

Los productos génicos de miR multiples pueden corresponder a una parte basica del complemento total de genes de
miR en una célula. En otras realizaciones, los productos génicos de miR mdltiples corresponden a aproximadamente
un 95 %, un 90 %, un 80 %, un 70 % o un 60 % del complemento total de genes de miR en una célula.

Los productos génicos de miR miltiples pueden incluir uno o mas productos génicos de miR seleccionados entre el
grupo que consiste en: MIR-139, MIR096-P, MIR-375, let-7b, let-7d, let-7f-1, let-7i, MIR-155, MIR-181a, MIR-212,
MIR-301, MIR-007-1, y MIR-021.

En nivel de dicho producto génico de miR se puede medir usando diversas técnicas que son bien conocidas en la
técnica. Estas técnicas incluyen ensayos basados en amplificacién, ensayos basados en hibridacién, y analisis de
micromatrices. El nivel del producto génico de miR se puede determinar midiendo la correspondiente copia genética
de miR en la muestra.

La muestra biologica obtenida a partir del sujeto puede incluir tejido pancreatico, tumor pancreatico o células
pancreaticas. La muestra bioldgica también puede incluir jugo pancreatico.

Ademas, se desvela un kit para diagnosticar cancer de pancreas en un sujeto que se sospecha que tiene, o que esta
en riesgo de desarrollar, cancer de pancreas. Dicho kit incluye: (a) un medio para medir el nivel de al menos un
producto génico de miR en una muestra biolégica procedente del pancreas del sujeto, y (b) un medio para comparar
el nivel del producto génico de miR en la muestra bioldgica con el nivel de un producto génico de miR
correspondiente en una muestra de control. Una diferencia detectada entre el nivel del producto génico de miR en la
muestra biolégica en comparacion con el nivel del producto génico de miR correspondiente en la muestra de control
es indicativo de que el sujeto padece, o0 esta en riesgo de desarrollar, cancer de pancreas.

Ademas, se desvela un método para identificar sistematicamente un sujeto que esta en riesgo de desarrollar cancer
de pancreas. Dicho método incluye evaluar el nivel de al menos un producto génico de miR, o una combinacion de
productos génicos de miR, asociados con el cancer de pancreas en una muestra bioldgica obtenida a partir del
pancreas del sujeto, en el que una alteracion en el nivel del producto génico de miR, o combinacién de productos
génicos de miR, en la muestra biolégica en comparacién con el nivel de un producto génico de miR correspondiente
en una muestra de control, es indicativo de que el sujeto esta en riesgo de desarrollar cancer de pancreas.

En una realizacién, la muestra bioldgica incluye tejido pancreatico que es normal o se sospecha que es
precanceroso.

Ademas, se desvela un método para inhibir la progresion del cancer de pancreas en un sujeto cuyas células
cancerosas de pancreas contienen una cantidad mayor de un producto génico de miR con respecto a las células de
control. Dicho método incluye administrar al sujeto una cantidad eficaz de una molécula inhibidora que es capaz de
reducir la cantidad del producto génico de miR en las células cancerosas de pancreas.

En algunos casos, la molécula inhibidora provoca silenciamiento post-transcripcional del producto génico de miR
regulado de forma positiva o inhibe la maduraciéon del producto génico de miR regulado de forma positiva. En
algunos casos, la molécula inhibidora es un oligonucleétido antisentido de dicho producto génico de miR regulado de
forma positiva, una ribozima, un ARN pequeno de interferencia (siARN), o una molécula capaz de formar una triple
hélice con un gen que codifica el producto génico de miR regulado de forma positiva. En algunas realizaciones, el
compuesto inhibidor provoca la metilacion del promotor del producto génico de miR, dando como resultado la
expresion reducida del gen de miR.

En un caso, la molécula inhibidora se administra como ARN desnudo, en conjunto con un agente de administracion.
En otro caso, la molécula inhibidora se administra como un acido que codifica la molécula inhibidora.

Ademas, se desvela un método para inhibir la progresion del cancer de pancreas en un sujeto cuyas células
cancerosas de pancreas contienen una cantidad menor de un producto génico de miR con respecto a las células de
control. Dicho método incluye administrar al sujeto una cantidad eficaz de un producto génico de miR aislado que
corresponde con el producto génico de miR.

En un caso, el producto génico de miR aislado es el miR maduro funcional. En otro caso, el producto génico de miR
aislado es un oligonucleétido que comprende la secuencia en horquilla precursora de miR que contiene la parte en
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bucle de la horquilla, o un oligonucleétido que comprende un precursor de miR duplex que carece de la horquilla.

En un caso, el producto génico aislado se administra como ARN desnudo, en conjunto con un agente de
administracion. En otro caso, el producto génico aislado se administra como un &cido nucleico que codifica el
producto génico de miR aislado.

En otro método que se desvela en el presente documento, la progresion del cancer se inhibe con la administracion
de un compuesto que provoca la hipometilaciéon de la region promotora de un producto génico de miR regulado de
forma negativa.

Ademas, se desvela una composicion farmacéutica para tratar el cancer de pancreas en un sujeto, en la que el
sujeto presenta al menos un producto génico de miR subexpresado. En algunas realizaciones, la composicién
farmacéutica comprende un producto génico de miR aislado corresponde al producto génico de miR subexpresado,
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otras realizaciones, la composicion farmacéutica comprende al
menos un acido nlcleo que codifica el producto génico de miR subexpresado y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La invencién también proporciona un compuesto farmacéutico tal como se define en las reivindicaciones para tratar
el cancer de pancreas en un sujeto, en el que el sujeto presenta al menos un producto génico de miR
sobreexpresado. El compuesto farmacéutico comprende al menos un oligonucleétido antisentido que es especifico
para el producto génico de miR sobreexpresado y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencién también proporciona un método tal como se define en las reivindicaciones para determinar la eficacia
de un régimen terapéutico que inhibe la progresion del cancer de pancreas en un sujeto.

La invencién también proporciona un método tal como se define en las reivindicaciones para identificar un agente
anticancer de pancreas. Este método comprende las etapas de: (a) determinar el nivel de expresidon de al menos un
producto génico de miR que esta sobreexpresado en una muestra bioldgica que contiene células cancerosas de
pancreas, generando de este modo datos para un nivel de expresiéon antes del ensayo de dicho producto génico de
miR; (b) poner en contacto la muestra biolégica con un agente de ensayo; (c) determinar el nivel de expresién del
producto génico de miR en la muestra bioldgica después de la etapa (b), generando de este modo datos para un
nivel de expresiéon después del ensayo; y (d) comparar el nivel de expresion después del ensayo con el nivel de
expresion antes del ensayo del producto génico de miR, en el que una disminucién en el nivel de expresion después
del ensayo del producto génico de miR es indicativo de que el agente del ensayo tiene propiedades anti-cancer de
pancreas.

La invencion también proporciona otro método, tal como se define en las reivindicaciones, para identificar un agente
anti-cancer de pancreas, que comprende las etapas de: (a) determinar el nivel de expresion de al menos un producto
génico de miR que esta subexpresado en una muestra biolégica que contiene células cancerosas de pancreas,
generando este modo datos para un nivel de expresion antes del ensayo de dicho producto génico de miR; (b) poner
en contacto la muestra biolégica con un agente de ensayo; (c) determinar el nivel de expresion del producto génico
de miR en la muestra biolégica, generando de este modo datos para un nivel después del ensayo; y (d) comparar el
nivel de expresion después del ensayo con el nivel de expresién antes del ensayo de dicho producto génico de miR,
en el que un aumento en el nivel de expresién después del ensayo del producto génico de miR es indicativo de que
el agente de ensayo tiene propiedades anti-cancer de pancreas.

Breve descripcion las figuras

Figura 1. Procesamiento de miARN vy disefio de cebadores. Los miARN tales como miR-18 humano se
transcriben en forma de un (A) precursor primario grande (pri-miARN) que se procesa mediante la enzima
nuclear Drosha para producir el (B) miARN precursor 62 nt supuesto (pre-miARN). Tanto el pri-miARN como el
pre-miARN contienen la estructura en horquilla. La parte subrayada del pre-miARN representa la secuencia del
(C) miARN maduro 22 nt que se procesa a partir del pre-miARN mediante la ribonucleasa Dicer. La linea sencilla
representa el cebador directo; La linea doble representa el cebador inverso; La linea de puntos representa el
cebador de sentido natural junto con el cebador inverso (negro) para amplificar solamente al pri-miARN.

Figura 2. Tabla de secuencias de producto génico de miR humano. Las secuencias representan precursores de
miARN y la secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora representa un miARN maduro. Todas las
secuencias se representan en la orientaciéon 5’ a 3'.

Figura 3. Datos clinicos y patologia tumoral.
Figura 4. Cebadores de PCR usados para amplificar los precursores de miARN humanos. p, cebadores a

secuencia precursora primaria de miARN. Todos los de mas cebadores hibridan con la horquilla presente tanto
en el precursor primario como en el miARN precursor.
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Figura 5. Expresion de rARN 18S en tejido pancreatico. La expresién del control interno de rARN 18S se muestra
en lineas celulares de tumores de pancreas, tejido benigno adyacente, pancreas normal, pancreatitis cronica y
cancer de pancreas. La expresién de rARN 18S, determinada usando PCR en tiempo real tal como se describe
en el presente documento, se presenta como 2-CT. La linea de puntos, representa valor medio.

Figura 6. Mapa de calor de expresion del precursor de miARN en muestras de pancreas. A. La expresion relativa
de precursores de miARN 201 se determind por PCR en tiempo real; los datos se representan como ACT. La
formacion de grupos jerarquicos sin supervisar se realizd en un subconjunto de todo el conjunto de datos; los
datos estan sin filtrar. Un valor medio de expresion igual a uno se dibujoé en negro; rojo, expresién aumentada;
verde, expresion reducida; gris, expresion no detectable. B. Dendrograma que representa los resultados del
andlisis de formacién de grupos jerarquicos del patrén de expresién de precursores de miARN en 47 muestras.
Las muestras incluyen tumores de pancreas primarios (amarillo, N = 28), tejidos de pancreas normal (azul, N =
6), pancreatitis crénica (naranja, N = 4) y lineas celulares de cancer de pancreas (turquesa, N = 9).

Figura 7. Expresion del precursor de miARN en muestras de pancreas. A. La expresion relativa de cada
precursor de miARN se determind por PCR en tiempo real; los datos se presentan como ACT. La formacion de
grupos jerarquicos sin supervisar se realizé en un subconjunto de 108 genes que se expresan en forma
diferencial (P < 0,001) entre grupos (tumor, pancreatitis crénica, lineas celulares y tejido normal) tal como se
determina mediante ensayo de comparacion de multiples grupos con ANOVA. Un valor medio de expresion igual
a uno se dibuj6 en negro; rojo, expresién aumentada; verde, expresion reducida; gris, expresién no detectable. B.
Dendrograma que representa los resultados del analisis de formacién de grupos jerarquicos del patron de
expresion de precursores de miARN en 47 muestras. Las muestras incluyen tumores de pancreas primarios (N =
28), tejido benigno adyacente (N = 15), tejidos de pancreas normal (N = 6), pancreatitis crénica (N = 4) y lineas
celulares de cancer de pancreas (N = 9).

Figura 8. El mapa de terreno de expresion tridimensional se cred a partir de los datos filtrados de expresion del
precursor de miARN presentados en la Fig. 7. Cada montafna representa una muestra individual (tumor, benigno
adyacente, pancreatitis cronica, pancreas normal o linea celular de cancer de pancreas). Las montafas rituales
se clasifican en grupos pequefos basandose en sus similitudes o diferencias entre si. Los puntos de colores
representan los tipos de muestra: tumores, amarillo; tejido benigno adyacente, azul; tejidos de pancreas normal,
negro; pancreatitis crénica, naranja; y lineas celulares de cancer de pancreas, turquesa. Las lineas que conectan
pares de muestras indican las muestras que tienen patrones muy similares de expresién de miARN con una
correlacion media por encima del umbral (> 0,8).

Figura 9. Probabilidades estimadas para los datos de formacién y ensayo. Todos los datos de formacion incluyen
6 muestras de pancreas normal y 18 de las que se sabe que son tumores de pancreas se clasifican
correctamente (A). Once de cada 15 muestras benignas adyacentes y 10 muestras que se sabe que son tumores
de pancreas se clasifican correctamente en el grupo de ensayo (B). Las ostras se reparten entre la clase real (A)
y la clase pronosticada (B).

Figura 10. 69 precursores de miARN mas importantes expresados de forma anémala en adenocarcinoma de
pancreas.

Figura 11. Andlisis histolégico y molecular de cancer de pancreas para la expresion de microARN. El grupo A
(400X) representa el andlisis de hematoxilina y eosina de un adenocarcinoma de pancreas. Las glandulas de
pancreas normal (flecha pequefa) estan siendo invadidas por las glandulas mal formadas del carcinoma (flecha
grande). El andlisis en serie de la seccion de miR-221 después de amplificacion in situ del cADN correspondiente
mostré que muchas de las células tumorales contenian la secuencia diana; obsérvese la localizacién del
citoplasma (flechas, grupo B - 400X y a mayor aumento, grupo C - 1000X; la sefal es azul debido a NBT/BCIP
con contra tefidas con rojo rapido). La senal se perdié con omisiéon de los cebadores o con sustitucién con
cebadores especificos de HPV (grupo D, 400X). La secciéon adyacente en serie también mostré que muchas de
las células tumorales expresaban miR-376a después de amplificacion in situ del cADN (E, F). El grupo E (400X)
muestra las células tumorales positivas (flecha grande) y las células del estroma negativas en las areas de
desmoplasia (flecha pequeia) mientras que el grupo F (400X) representa las células tumorales positivas (flecha
grande) adyacentes a los acinos de glandulas de pancreas benignas negativas (flecha pequefa).

Figura 12. Expresion de miARN mediante transferencia de Northern. La expresion de ARN miR-100, - 375, -155 y
U6 se determiné en muestras de tejidos de cancer de pancreas (T), tejido benigno adyacente (B) o pancreas
normal (N). Las transferencias se extrajeron y se volvieron a sondear.

Figura 13. Validacién de la expresion de miARN maduro y precursor.

Figura 14. Validacion de niveles de miARN precursor y maduro. La expresion de ocho miARN se valid6 en seis
muestras de pancreas normal, diez tejidos vecinos adyacentes y dieciséis adenocarcinomas de pancreas. La
expresion relativa de los precursores miARN (barras abiertas) se determin6 usando un ensayo de PCR en tiempo
real a los precursores de miARN mientras que la expresion relativa del miARN maduro (barras cerradas) se
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determiné usando un ensayo de PCR en tiempo real a los miARN maduros. Las diferencias medias en la
expresion de miARN entre el pancreas normal (negro) y tumores (rojo) fue P < 0,01 significativo (ensayo de t de
student). A, let-7i; B, miR-221; C, miR-100; D, miR-301; E, miR-21; F, miR-181a,c (precursor) y miR-181a
(maduro); G, miR-125b-1 (precursor) y miR-125b (maduro); H, miR-212.

Figura. 15. Mapa de calor de la expresién de miARN maduro en muestras de pancreas. A. La expresion relativa
de 184 miARN maduros descritos usando PCR en tiempo real en nueve tumores de cancer de pancreas y en
pancreas de seis donantes sin enfermedad pancreatica. Los datos se representan como ACT. La formacién de
grupos jerarquicos sin supervisar se realizd en un subconjunto de todo el conjunto de datos; los datos estan sin
filtrar. Un valor medio de expresién igual a uno se dibujé en negro; rojo, expresidon aumentada; verde, expresiéon
reducida; gris, expresion no detectable. B. Dendrograma que representa los resultados del analisis de formacion
de grupos jerarquicos del patrén de expresion de precursores de miARN en15 muestras.

Figura. 16. miARN maduros expresados de forma anémala en adenocarcinoma de pancreas.

Figura. 17. Ensayo de RT-PCR in situ aplicado a una seccién de pancreas normal (A) y cancer de pancreas (B),
que demuestra que la mayor expresion de miR-21 se localiza en el tumor. MiR-21 maduro estaba basicamente
aumentado en el tejido tumoral microdiseccionado en comparacién con los conductos de pancreas normal (C).
La expresién de miR-21 maduro estaba aumentada en los tumores (D). La expresion de miR-21 maduro también
estaba aumentada en todas las siete lineas celulares de cancer de pancreas en comparacioén con las lineas
celulares de pancreas normal (E).

Descripcion detallada

La presente invencién se basa, en parte, en la identificacion de productos génicos de microARN en particular cuya
expresion esta alterada en muestras biol6gicas obtenidas a partir de sujetos con adenocarcinoma de pancreas (en lo
sucesivo en el presente documento "cancer de pancreas") con respecto a determinadas muestras de control. La
presente invencion incluye métodos para diagnosticar si un sujeto padece, o esta en riesgo de desarrollar, cancer de
pancreas. Ademas se desvelan métodos para identificar sistematicamente sujetos que se cree que estan en riesgo
de desarrollar cancer de pancreas, método para tratar el cancer de pancreas mediante la inhibicién de la progresién
del cancer de pancreas, y compuestos farmacéuticos que se pueden usar para dichos tratamientos. Ademas se
proporcionan métodos para determinar la eficacia de regimenes terapéuticos para inhibir el cancer de pancreas, y
métodos para identificar un agente anticancer de pancreas. Ademas se desvelan diversos kits adecuados para
realizar los métodos que se han mencionado anteriormente.

La invencion se describira ahora con referencia a ejemplos mas detallados. Los ejemplos ilustran como un experto
en la materia puede preparar y usar la invencién, y se describen aqui para proporcionar la capacidad mejor modo de
la invencién sin imponer ninguna limitaciéon que no se mencione en las reivindicaciones.

A menos que se indique de otro modo, se debe entender que todos los nimeros que expresan cantidades de
ingredientes, condiciones de reaccién, etc. usados en la memoria descriptiva y reivindicaciones estan modificados en
todos los casos con el término "aproximadamente." Por consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los
parametros numéricos que se exponen en la siguiente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas son
aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se busca obtener con la presente
invencion. Como minimo, y no como un intento para limitar la aplicacion de la doctrina de equivalentes al alcance de
las reivindicaciones, cada parametro numérico se deberia interpretar la vista de los nimeros de digitos significativos
aproximaciones habituales de redondeo.

A pesar de que los intervalos y parametros numéricos que establecen el amplio alcance de la invencién son
aproximaciones, los valores numéricos que se exponen en los ejemplos especificos se indican de forma tan precisa
como sea posible. Cualquier valor numérico, sin embargo, contiene inherentemente determinados errores que
resultan necesariamente de la desviacion estandar encontradas en sus respectivas medidas de ensayo. Cada
intervalo numérico proporcionado a lo largo de toda la presente memoria descriptiva incluida cualquier intervalo
numérico mas estrecho que entre dentro de dicho intervalo numérico més amplio, como si todos dichos intervalos
numeéricos mas estrechos estuvieran escritos expresamente en el presente documento.

La siguiente introduccion es Util para comprender los términos que se usan en la presente descripcién. Sin estar
ligado a la siguiente teoria y con referencia a la Fig. 1, se cree que los microARN (o "miARN") estan codificados con
genes de miR que se transcriben en precursores de miARN individuales o en grupos.

Tal como se usa el presente documento de forma intercambiable, un "producto génico de miR," "microARN", o
"miARN" se refiere a la transcripcién de ARN sin procesar o procesado a partir de un gen de miR. La transcripcion
de gen de miR sin procesar también se denomina "precursor de miARN". Estos precursores de miARN se convierten
en formas maduras de miARN a través de un procesamiento en etapas, tal como se representa en la Fig. 1. Se cree
que el procesamiento genera primero (A) un precursor primario grande, o un "pri-miARN", que a continuacién se
procesa mediante la enzima nuclear Drosha para producir (B) un precursor supuesto, o un "pre-miARN". El pre-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2448 491 T3

miARN normalmente tiene 50-90 nucleétidos (nt), particularmente 60-80 nt. Las expresiones "precursores de
miARN" o miARN "sin procesar" usadas en el presente documento son inclusivas tanto del pri-miARN como del pre-
miARN se refieren a las moléculas A y/o B en la Fig. 1. Un miARN maduro activo de 19-25 nt se procesa a partir del
pre-miARN con la ribonucleasa Dicer. La parte subrayada de la secuencia de pre-miARN en la Fig. 1 representa la
secuencia del miARN maduro, que también se denomina transcripcion genética de miR "procesado", y se representa
como la molécula C en la Fig. 1.

La molécula de miARN activa o madura se puede obtener a partir del precursor de miARN a través de rutas de
procesamiento naturales (por ejemplo, usando células intactas o lisados celulares) o mediante rutas de
procesamiento sintético (por ejemplo, usando enzimas aisladas de procesamiento, tales como Dicer, Argonaut, o
ARNasa lll). Se entiende que la molécula activa de ARN de 19-25 nucleétidos también se puede producir
directamente mediante sintesis bioldgica o quimica, sin que se haya procesado a partir del precursor de miR.

Ademads, haciendo referencia a la Fig. 1, las moléculas tanto de pri-miARN como de pre-miARN tienen una
"secuencia en horquilla" caracteristica, que es una secuencia de oligonucle6tidos que tiene la primera mitad que es
al menos parcialmente complementaria con una segunda mitad de la misma, provocando de este modo que las
mitades se plieguen sobre si mismas, formando una "estructura en horquilla". La estructura en horquilla se forma por
lo general con una parte "troncal", que consiste en dar secuencias complementarias o parcialmente
complementarias, y una parte "bucle", que es una regién ubicada entre las dos letras complementarias del tronco, tal
como se representa en la Fig. 1.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "expresion genética de miR" se refiere a la produccion de
productos génicos de miR a partir de un gen de miR, que incluye el procesamiento del precursor de miR en un
producto génico de miARN maduro.

El nivel del producto génico de miR diana se mide en una muestra biolégica obtenida a partir de un sujeto. Por
ejemplo, una muestra bioldgica se puede retirar de un sujeto del que se sospecha que padece cancer de pancreas.
Dicha muestra bioldgica puede incluir un tejido o biopsia celular obtenidos a partir de la regién del pancreas de la
que se sospecha que es precancerosa o cancerosa. Como alternativa, una muestra biolégica puede incluir jugo
pancreatico extraido después de estimulacién del pancreas. En otro ejemplo, una muestra de sangre se puede
extraer del sujeto. En la técnica se conoce el uso de muestras de jugo pancreatico, por ejemplo, tal como se
describe en Fukushima, N., et al., (2003), Cancer Biol Ther. 2:78-83; Rosty, C. et al. (2002), Hematol Oncol Clin
North Am. 16:37-52; Matsubayashi, H., et al., (2005), Clinical Cancer Research 11:573-583; y Grgnborg, M., et al.,
(2004) Journal of Proteome Research, 3 (5), 1042-1055.

Una muestra de control correspondiente se puede obtener a partir de tejidos de pancreas sin afectar del sujeto, a
partir de un sujeto normal o poblacion de sujetos normales. La muestra de control se procesa a continuacién junto
con la muestra de ensayo del sujeto, de modo que los niveles de producto génico de miR producido a partir de un
gen de miR dado en la muestra del sujeto se pueden comparar con los niveles correspondientes de producto génico
de miR a partir de la muestra de control.

Tal como se usa el presente documento, el término "sujeto” incluye cualquier animal cuya muestra biol6égica contiene
un producto génico de miR. El animal puede ser un mamifero y puede incluir animales mascota, tales como perros y
gatos; animales de granja, tales como vacas, caballos y ovejas; animales de laboratorio, tales como ratas, ratones y
conejos; y primates, tales como monos y seres humanos. En una realizacién, el mamifero es ser humano o ratén.

Una alteracion (es decir, un aumento o disminucién) en el nivel de un producto génico de miR en la muestra obtenida
a partir del sujeto, con respecto al nivel de un producto génico de miR correspondiente en una muestra de control, es
indicativo de la presencia de cancer de pancreas en el sujeto. En algunas realizaciones, en nivel de producto génico
de miR diana en la muestra de ensayo es mayor que el nivel del producto génico de miR correspondiente en la
muestra de control (es decir, la expresion del producto génico de miR se "regula de forma positiva" o el producto
génico de miR se "sobreexpresa"). Tal como se usa en el presente documento, la expresion de un producto génico
de miR se "regula de forma positiva" con la cantidad de producto génico de miR en una muestra de ensayo a partir
de un sujeto es mayor que la cantidad del mismo producto génico en una muestra de control.

En algunas realizaciones, los productos génicos de miR regulados de forma positiva incluyen uno o mas de los
siguientes: let-7a-2-P, let-7b, let-7c, let-7d, let-7f-1, let-7i, MIR-001-2, MIR-007-1, MIR-015a, MIR-015b, MIR-016-1,
MIR-019b-1-P, MIR-021, MIR-023a, MIR-024-1,2, MIR-027a, b, MIR-029a,c, MIR-030d, MIR-032, MIR-092-1, MIR-
098, MIR-099a, MIR-100, MIR-107, MIR-125b-1, MIR-126, MIR-128a, MIR-132, MIR-136, MIR-142-P, MIR-145-P,
MIR-152, MIR-155, MIR-1814a, ¢, MIR-196a-2, MIR-212, MIR-213, MIR-215, MIR-218-1,2, MIR-221, MIR-222-P, MIR-
301, MIR-328, MIR-331-P, MIR-345, MIR-367, MIR-376, MIR-424.
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En otras realizaciones, el nivel del producto génico de miR diana en la muestra de ensayo es menor que el nivel del
producto génico de miR correspondiente en la muestra de control (es decir, la expresion del producto génico de miR
se "regula de forma negativa" o el producto génico de miR se "subexpresa"). Tal como se usa en el presente
documento, la expresion de un gen de miR se "regula de forma negativa" contra la cantidad de producto génico de
miR en una muestra de ensayo a partir de un sujeto es menor que la cantidad del mismo producto génico en una
muestra de control. La expresion genética relativa de miR en las muestras de control se puede determinar con
respecto a uno o mas patrones de expresion de ARN. Los patrones pueden comprender, por ejemplo, el nivel medio
de expresion genética de miR obtenido anteriormente para una poblacion de controles normales.

En algunas realizaciones, los regulados productos génicos de miR de forma negativa incluyen uno o mas de los
siguientes: MIR-092-2-P, MIR-096-P, MIR-129-2, MIR-133b, MIR-139, MIR-188b-P, MIR-204, MIR-299-P, MIR-337,
MIR-371, MIR-383, MIR-375.

Dado que mas de un producto génicos de miR esta asociado con cancer de pancreas, se entiende que el cancer de
pancreas se puede diagnosticar mediante la evaluacion de uno cualquiera de los productos génicos de miR
enumerados, o mediante evaluacion de cualquier combinacion de los productos génicos de miR enumerados que
cuando se describen, son diagnéstico de cancer de pancreas. En algunos ejemplos, se evalta un producto génico
de miR que esta exclusivamente asociado con el adenocarcinoma de pancreas.

Un cambio en los niveles de los productos génicos de miR asociados con cancer de pancreas se puede detectar
antes de, o en las primeras etapas de, el desarrollo de fenotipos transformados o neoplasicos en células de un
sujeto. Por lo tanto, la invenciéon también proporciona un método para identificar sistematicamente a un sujeto que
esta en riesgo de desarrollar cancer de pancreas, que comprende evaluar el nivel de al menos un producto génico
de miR, o una combinacién de productos génicos de miR, asociado con cancer de pancreas en una muestra
biolégica obtenida a partir del pancreas del sujeto. Por consiguiente, una alteracién en el nivel del producto génico
de miR, o combinaciéon de productos génicos de miR, en la muestra biolégica en comparaciéon con el nivel de un
producto génico de miR correspondiente en una muestra de control, es indicativo de que el sujeto esta en riesgo de
desarrollar cancer de pancreas. La muestra biolégica usada para dicha identificacion sistematica puede incluir tejido
pancreatico que es normal o que se sospecha que es precancerosa. Los sujetos con un cambio en el nivel de uno o
mas productos génicos de miR asociado con cancer de pancreas son candidatos para control y ensayo adicional.
Dicho ensayo adicional puede comprender examen histolégico de muestras de tejido, u otras técnicas dentro de la
experiencia en la materia.

El término "secuencia de nucle6tidos diana" o "nucleétido diana”, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a la secuencia de polinucleétidos que se busca detectar. La secuencia de nucleétidos diana pretende incluir
ADN (por ejemplo, cADN o ADN gendmico), ARN, andlogos del ADN o ARN generado usando analogos de
nucleétidos, y derivados, fragmentos y homélogos de los mismos.

El nivel de un producto génico de miR en una muestra se puede medir usando cualquier técnica que se adecua a
detectar los niveles expresion de ARN en una muestra bioldgica. Las técnicas adecuadas para determinar los niveles
expresion de ARN en una muestra bioldgica incluyen ensayos basados en amplificacion y basados en hibridacién.

Los ensayos basados en amplificacion usan una secuencia de acidos nucleicos del producto génico de miR, o el gen
miR, como una matriz en una reaccién de amplificacion (por ejemplo reaccion en cadena de la polimerasa o PCR).
El nimero relativo de transcripciones genéticas de miR también se puede determinar por transcripcién inversa de
transcripciones genéticas de miR, seguido de amplificacion de las transcripciones que se transcriben de forma
inversa por reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Los niveles de transcripciones genéticas de miR se
pueden cuantificar en comparacién con un patrén interno, por ejemplo, el nivel de mARN de un gen "constitutivo"
presente en la misma muestra. Un gen "constitutivo" adecuado para uso como un patrén interno incluye, por
ejemplo, rARN 18S, miosina o gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH). En una amplificaciéon cuantitativa,
la cantidad de producto de amplificaciéon sera proporcional a la cantidad de matriz en la muestra original. Los
métodos de PCR cuantitativa en tiempo real o RT-PCR que usan sondas TagMan son bien conocidos en la técnica y
se describen por ejemplo, en Heid et al. 1996, Real time quantitative PCR, Genome Res., 10: 986-994; y Gibson et
al., 1996, A novel method for real time quantitative RT-PCR, Genome Res. 10: 995-1001. Un método de RT-PCR en
tiempo real cuantitativa que puede determinar el nivel de expresion de las transcripciones de todos los genes de miR
conocidos correlacionados con un cancer se describen en Jiang, J., et al. (2005), Nucleic Acids Res. 33, 5394-5403;
Schmittgen T. D., et al. (2004), Nucleic Acids Res. 32, E43; y Solicitud Provisional de Estados Unidos con N¢ de
Serie 60/656.109, presentada el 24 de febrero de 2005.

Otros ejemplos ensayos basados en amplificacion para la deteccién de miARN son bien conocidos en la técnica,
véanse por ejemplo la descripcion en la Solicitud de PAT de Estados Unidos N° 2006/0078924.

También se pueden usar ensayos basados en hibridacion para detectar el nivel de productos génicos de miR en una
muestra. Estos ensayos, que incluyen por ejemplo andlisis de transferencia de Northern, hibridacién in situ,
hibridacion en disolucion, y ensayo de proteccion de ARNasa (Ma YJ, et al. (1996) RNase protection assay,
Methods, 10: 273-8) son bien conocidos por los expertos en la materia.

Tal como se usa en el presente documento, el término "hibridacion" se refiere a la interaccién de emparejamiento de
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bases complementarias de un acido nucleico con otro acido nucleico que da como resultado la formacién de una
estructura duplex, triplete, o de otro orden superior, y se usa en el presente de forma intercambiable con
"hibridacion". Por lo general, la interaccién primaria es especifica de bases, por ejemplo, A/T y G/C, mediante enlace
de hidrégeno de tipo Watson/Crick y Hoogsteen. El apilamiento de bases y las interacciones hidréfobas también
pueden contribuir a la estabilidad del duplex. Las condiciones para sondas y cebadores detectores de hibridacién a
secuencias diana complementarias y basicamente complementarias son bien conocidas, por ejemplo, tal como se
describe, por ejemplo, en Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, B. Hames y S. Higgins, eds., IRL Press,
Washington, D.C. (1985). En general, dicha hibridacién se produce, se ve influenciada por, entre otras cosas, la
longitud de los polinucledtidos y la complementariedad, el pH, la temperatura, la presencia de cationes mono- y
divalentes, la proporcién de nucleétidos G y C en la region de hibridacion, la viscosidad del medio, y la presencia de
agentes desnaturalizantes. Dichas variables influyen en el tiempo necesario para la hibridaciéon. Por lo tanto, las
condiciones preferentes de hibridacion dependeran de la aplicacion en particular. Dichas condiciones, sin embargo,
las puede determinar de forma rutinaria un experto habitual en la materia sin experimentacion indebida. Se
observada que la complementariedad no necesita ser perfecta; puede haber un pequefio niumero de
desemparejamientos de pares de bases que interferiran minimamente con la hibridacion entre la secuencia diana y
los acidos nucleicos monocatenarios de las presentes ensefianzas. Sin embargo, si el numero de
desemparejamientos de pares de bases es tan grande que no se puede producir hibridacién en condiciones
minimamente restrictivas, entonces la secuencia generalmente no es una secuencia diana complementaria. Por lo
tanto, en el presente documento, la complementariedad se refiere a que las sondas o cebadores son lo
suficientemente complementarias con la secuencia diana para hibridarse en las condiciones de reaccién
seleccionadas para conseguir los fines de las presentes ensefianzas.

Una técnica adecuada para determinar el nivel de transcritos de ARN de un gen en particular en una muestra
biolégica es la transferencia de Northern. Por ejemplo, el ARN celular total se puede purificar a partir de células por
homogeneizacién en presencia de tampdn de extraccion de acidos nucleicos, seguido de centrifugacién. Se hace
precipitar a los acidos nucleicos, y el ADN se retira por tratamiento con DNasa y precipitacién. Las moléculas de
ARN se separan a continuaciéon por electroforesis en gel sobre geles de agarosa de acuerdo con técnicas
convencionales, y se transfieren a filtros de nitrocelulosa. A continuacion, el ARN se inmoviliza en los filtros por
calentamiento. La deteccion y la cuantificacion del ARN especifico se consigue usando sondas de ADN o de ARN
marcadas apropiadamente complementarias con el ARN en cuestién. Véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, J. Sambrook et al., eds., 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Capitulo 7.

Se pueden producir son las adecuadas para hibridacion por transferencia de Northern de un producto génico de miR
dado a partir de las secuencias de acidos nucleicos que se proporcionan en la Fig. 2 o secuencias publicadas de
especies conocidas de miARN que estan disponibles, por ejemplo en el registro de mIARN en
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/index.shtml) (Griffiths-Jones, S., The microRNA Registry. Nucleic
Acids Res, 2004. 32 (1): p. D109-11.). Métodos para la preparacién de sondas de ADN y ARN marcadas, y las
condiciones para la hibridaciéon de las mismas a secuencias de nucleétidos diana, se conocen y se describen, por
ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., eds., 22 edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989, Capitulos 10y 11.

Ademas de técnicas de hibridacion de ARN de Northern y otras, la determinacién de los niveles de transcritos de
ARN se puede realizar usando la técnica de hibridacion in situ. Esta técnica requiere menos células que la técnica de
transferencia de Northern, e implica depositar células enteras en un cubre o portaobjetos de microscopio y sondear
el contenido de acidos nucleicos de la célula con una soluciéon que contiene sondas de acido nucleico radiactivo o
marcado de otro modo (por ejemplo, cADN o ARN). Esta técnica es particularmente bien adecuada para analizar
muestras de biopsia de tejidos a partir de sujetos. La practica de la técnica de hibridacion in situ se describe con mas
detalle en la Patentes de Estados Unidos N® 5.427.916.

Se pueden producir sondas adecuadas para hibridacién in situ de un producto génico de miR dado a partir de las
secuencias de acidos nucleicos que se proporcionan en la Fig. 2, tal como se ha descrito anteriormente.

Una técnica adecuada para medir simultdneamente el nivel de expresién de multiples productos génicos de miR en
una muestra es un método basado en micromatrices, de alto rendimiento. Dicha técnica se pueden usar, por
ejemplo, para determinar el nivel de expresién de las transcripciones de todos los genes conocidos de miR
correlacionadas con céancer. Dicho método implica la construccién de una oligoteca, en formato microchip (es decir,
una micromatriz), que contiene un conjunto de oligonucleétidos sonda que son especificos para un conjunto de
genes que miR. Usando dicha micromatriz, el nivel de expresion de multiples microARN en una muestra biol6gica se
determina por transcripcion inversa de los ARN para generar un conjunto de oligonucleétidos diana, e hibridarlos con
oligonucleétidos sonda en la micromatriz para generar un perfil de hibridacion, o de expresiéon. A continuacion, el
perfil de hibridacién de la muestra de ensayo se puede comparar con el de una muestra de control para determinar
que microARN tiene un nivel de expresién alterada en cancer de pancreas o células precancerosas. En un ejemplo,
la oligoteca contiene sondas que corresponden con todos los miR conocidos a partir del genoma humano. La
micromatriz se puede ampliar para incluir miARN adicionales a la vez que se descubren. La matriz puede contener
dos sondas de oligonucleétidos diferentes para cada miARN, una que contiene la secuencia activa del miR maduro y
la otra que es especifica para el precursor de miR. La matriz también puede contener controles para condiciones de
hibridacion rigurosas. Un ejemplo de una técnica de micromatriz para detectar miARN se describe en la Solicitud de
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PAT de Estados Unidos N2 2005/0277139.

También se puede determinar el nivel de productos génicos de miR usando un ensayo que detectan nimero de
copias del gen de miR que codifica el producto génico de miR. La presencia de un gen de miR, que ha
experimentado amplificacién en tumores, se evalla por determinacion del nimero de copias de los genes de miR, es
decir, el nimero de secuencias de ADN en una célula que codifica a los productos génicos de miR. Generalmente,
una célula diploide normal tiene dos copias de un gen autosémico dado. Sin embargo, el numero de copias se puede
aumentar por amplificacién o duplicacion genética, por ejemplo, en células cancerosas, o reducir por supresion. Los
métodos para evaluar el nimero de copias de un gen en particular son bien conocidos en la técnica, e incluyen,
entre otros, ensayos basados en hibridacién amplificacién.

Se puede usar cualquiera de un nimero de ensayos basados en hibridacion para detectar el nUmero de copias de
un gen de miR en las células de una muestra biolégica. Uno de dichos métodos es el analisis de transferencia de
Southern (véase Ausubel, et al.,, Eds., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing y Wiley-
Interscience, Nueva York, 1995; Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual 22 Ed.), en el que el ADN
gendmico por lo general se fragmenta, se separa por electroforesis, se transfiere una membrana, y posteriormente
se hibrida con una sonda especifica de genes de miR. La comparacién de la intensidad de la sefial de hibridacién
desde la sonda para la regién diana con una sefal a partir de control desde una regiéon de ADN genémico de una
sola copia, sin amplificar normal en el mismo genoma proporciona una estimacion del niumero de copias relativas de
genes de miR, que corresponden con la sonda especifica usada. Una sefiora aumentada en comparacién con el
control representa la presencia de amplificacién.

Una metodologia para determinar el nimero de copias de los genes de miR en una muestra es la hibridacion in situ,
por ejemplo, hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) (véase Angerer, 1987 Meth. Enzymol., 152: 649).
Generalmente, la hibridacién in situ comprende las siguientes etapas principales: (1) fijacion de tejido o estructura
biolégica a analizar; (2) tratamiento de hibridacién previa de la estructura biolégica para aumentar la accesibilidad del
ADN diana, y para reducir la unién no especifica; (3) hibridacion de la mezcla de acidos nucleicos al acido nucleico
en la estructura o tejidos biologicos; (4) lavados posteriores a la hibridacién para retirar fragmentos de acidos
nucleicos no unidos en la hibridacion, y (5) deteccion de los fragmentos de acidos nucleicos hibridados. Las sondas
usadas en dichas aplicaciones por lo general estan marcadas, por ejemplo, con radiois6topos o indicadores
fluorescentes. Las sondas adecuadas son lo suficientemente largas, por ejemplo, de aproximadamente 50, 100, o
200 nucledtidos a aproximadamente 1000 o mas nucledtidos, para permitir la hibridacién especifica con el acidos o
acidos nucleicos diana en condiciones rigurosas.

Otra metodologia alternativa para determinar el nimero de copias de ADN es la hibridacién genémica comparativa
(CGH). En los métodos de hibridacién genémica comparativa, una coleccién de "ensayo" de acidos nucleicos se
marca con una primera marca, mientras que una segunda coleccion (por ejemplo, de una célula o tejido normal) se
marca con una segunda marca. La relacién de hibridacion de los acidos nucleicos se determina con la relacion de la
primera y la segunda marcas acaba fibra en una matriz. Las diferencias en la relacién de las sefales a partir de las
dos marcas, por ejemplo, debido a amplificacién genética en la coleccion de ensayo, se detecta y la relacion
proporciona una medida del nimero de copias de genes de miR, que corresponden con la sonda especifica usada.
Una representacion citogenética de la variacion del nimero de copias de ADN se puede generar por CGH, que
proporciona relaciones de fluorescencia junto con la longitud de los cromosomas a partir de ADN de ensayo
marcado diferencialmente y genémico de referencia.

Protocolos de hibridacién adecuados para su uso con los métodos de la invencion se describen, por ejemplo, en
Albertson (1984) EMBO J. 3:1227-1234; Pinkel (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 9138-9142; N°® de Pub. de
EPO 430:402; Methods in Molecular Biology, Vol. 33: In Situ Hybridization Protocols, Choo, ed., Humana Press,
Totowa, N.J. (1994).

Ademas, se pueden usar ensayos basados en amplificacion para medir el nUmero de copias de genes de miR. En
dichos ensayos, las secuencias correspondientes de &cidos nucleicos de miR actian como una matriz en una
reaccion de amplificacion (por ejemplo, PCR). En una amplificacion cuantitativa, la cantidad de producto de
amplificacion seréd proporcional a la cantidad de matriz en la muestra original. La comparacion con controles
apropiados proporciona una medida del nimero de copias de los genes de miR, que corresponden con la sonda
usada, de acuerdo con los principios que se han analizado anteriormente. Los métodos de PCR cuantitativa en
tiempo real que usan sondas TagMan son bien conocidos en la técnica. Se proporcionan protocolos detallados para
PCR cuantitativa en tiempo real, por ejemplo, en: Heid et al., 1996, Real time quantitative PCR. Genome Res., 10:
986-994.

Ademas, se puede usar un ensayo basado en TagMan para cuantificar polinucleétidos de miR. Los ensayos
basados en TagMan usan una sonda de oligonucleétidos fluorogénicos que contiene tintes fluorescentes en el
sentido 5’ y un agente de inactivacion en el sentido 3'. La sonda hibrida con un producto de PCR, pero por si misma
no se puede ampliar debido a un agente de bloqueo en el extremo 3’. Cuando el producto de PCR se amplifica en
ciclos posteriores, la actividad de la nucleasa en el sentido 5’ de la polimerasa, por ejemplo, AmpliTag, da como
resultado la escisién de la sonda TagMan. Esta escision separa el tinte fluorescente en el sentido 5’ y el agente de
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inactivacion en el sentido 3’, dando como resultado, de este modo, un aumento de la fluorescencia como una funcién
de la amplificacion (véase, por ejemplo, http://www2.perkin-elmer.com).

Otros ejemplos de métodos adecuados de amplificacion incluyen, pero no se limitan a, reaccion en cadena de ligasa
(LCR) (véase, Wu y Wallace, Genomics, 4: 560, 1989; Landegren et al., Science, 241: 1077, 1988; y Barringer et al.,
Gene, 89:117, 1990), creacién de la transcripcién (Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 1173, 1989),
replicacién de secuencia autosostenida (Guatelli et al., Proc Nat Acad Sci, USA 87: 1874, 1990), PCR puntual, y
PCR de adaptadores de conectores.

Un método potente para determinar el nimero de copias de ADN usa plataformas basadas en micromatrices. Se
puede usar tecnologia de micromatriz porque ofrece alta resolucion. Por ejemplo, la CGH tradicional tiene
generalmente una resolucién de formacion de mapas limitada de 20 Mb; mientras que en una CGH basada en
micromatrices, las relaciones de fluorescencia de los ADN gendémicos de ensayo y de referencia marcados
diferencialmente proporcionan una medida de sitio a sitio de la variacion del nimero de copias de ADN,
consiguiendo de este modo una mayor resoluciéon de formacion de mapas. Se pueden encontrar detalles de diversos
métodos de micromatriz en la bibliografia. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N 6.232.068; Pollack
et al., Nat. Genet., 23 (1): 41-6, (1999) y otros.

Tal como se usa el presente documento, "oligonucleétido sonda" se refiere a un oligonucleétido que es capaz de
hibridarse con un oligonucleétido diana. "Oligonucleétido diana" se refiere a una molécula o secuencia a detectar
(por ejemplo, a través de hibridacion). Por "oligonucledtido sonda especifico de miR" o "oligonucleétido sonda
especifico para un miR" se hace referencia a un oligonucleotido sonda que tiene una secuencia seleccionada para
hibridarse con un producto génico de miR especifico, 0 con una transcripcion inversa del producto génico de miR
especifico.

Un "perfil de expresiéon" o "perfil de hibridacién" de una muestra en particular es basicamente una huella del estado
de la muestra; mientras que dos estados pueden tener cualquier gen en particular que se expresa del mismo modo,
la evaluacién de un numero de genes simultaneamente permite la generacién de un perfil de expresion genética que
es unico para el estado de la célula. Es decir, el tejido normal se puede distinguir del tejido de cancer de pancreas,
tejido de pancreatitis o "tejido benigno" obtenido a partir de una parte no cancerosa de un pancreas del sujeto
adyacente al tejido canceroso. Por comparacién de perfiles de expresion de tejido pancreatico en diferentes estados,
se obtiene informacién con respecto a que genes son importantes (incluyendo regulacion de genes tanto positiva
como negativa) en cada uno de estos estados. La identificacion de secuencias que se expresan de forma diferencial
en tejido de cancer de pancreas o tejido pancreatico normal, asi como la expresion diferencial que da como
resultado diferentes resultados de diagnédstico, permite el uso de esta informacién en numero de formas. Por
ejemplo, se puede evaluar un régimen de tratamiento en particular (por ejemplo, para determinar si un farmaco
quimioterapeutico actla para mejorar el diagnostico largo plazo en un paciente en particular). De forma analoga, se
puede hacer o confirmar el diagnoéstico por comparaciéon de muestras del paciente con los perfiles de expresion
conocidos. Ademas, estos perfiles de expresion genética (o genes individuales) permiten la identificacion sistematica
de candidatos a farmaco que suprimen el perfil de expresidon de cancer de pancreas o convierte en un mal perfil de
diagnéstico en un perfil de diagnéstico mejor.

Por consiguiente, la secuencia de nucleétidos diana del producto génico de miR a detectar puede ser: (a) una parte
de, o toda la secuencia del miARN maduro; (b) una parte de, o toda la secuencia en horquilla del precursor de
miARN; o (¢) una parte de, o toda la secuencia del pri-miARN; (d) el complemento de las secuencias (a)-(c); o (f) una
secuencia que es basicamente idéntica a las secuencias (a)-(d). (Véase la Fig. 1). Un acido nucleico basicamente
idéntico puede tener una identidad de secuencia mayor que un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 97 %, un 98 %
0 un 99 % con la secuencia diana.

En un ejemplo de la invencion, el nivel de productos génicos de miR se detecta mediante formacién de perfiles de
precursores de miARN en muestras de ensayo de biopsia del tejido pancreatico humano o de células de pancreas.
Las secuencias de 201 productos génicos de miR perfilados se proporcionan en la Fig. 2. En el presente documento,
todas las secuencias de acidos nucleicos se proporcionan en el sentido 5’ a 3'. Ademas, los genes se representan
en cursiva, y los productos génicos se representan con fuente normal; por ejemplo, mir-17 es el gen y miR-17 es el
producto génico. Los celadores usados para amplificar los precursores de miARN humanos se muestran en la Fig. 4.

En otro ejemplo, el nivel de productos génicos de miR se detecta mediante formacion de perfiles de miARN maduros
en muestras de ensayo de biopsia de cancer de pancreas humano o tejido benigno. Las secuencias de los productos
génicos de miR maduros perfilados se proporcionan en las Figuras 13y 16.

En otro ejemplo, la expresion del miARN maduro, activo se evalla usando transferencia de Northern.
En otro ejemplo, se usa PCR in situ de transcripcion inversa para localizar tres de los miARN principales expresados
de forma diferencial en células de tumor pancreatico.

Ademas se contempla un kit para diagnosticar cancer de pancreas en un sujeto que se sospecha que padece, 0 que
esta en riesgo de desarrollar, cancer de pancreas. Dicho kit puede incluir: (a) un medio para medir el nivel de al
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menos un producto génico de miR en una muestra biolégica procedente del pancreas del sujeto, y (b) un medio para
comparar el nivel del producto génico de miR en la muestra bioldgica con el nivel de un producto génico de miR
correspondiente en una muestra de control. Por consiguiente, una diferencia detectada entre el nivel del producto
génico de miR en la muestra biolégica en comparacion con el nivel del producto génico de miR correspondiente en la
muestra de control es indicativo de que el sujeto padece, o esta en riesgo de desarrollar, cancer de pancreas.

Ademas de diagnosticar si un sujeto padece, o esta en riesgo de desarrollar, cancer de pancreas, la presente
divulgacién contempla métodos para tratar sujetos que tienen una expresién alterada de productos génicos de miR
especificos de cancer de pancreas. Sin el deseo de quedar ligado por ninguna teoria, se cree que alteraciones en el
nivel de uno o mas productos génicos de miR en células puede dar como resultado la desregulacion de una o0 mas
dianas previstas para estos miR, que pueden llevar a la formacion de cancer. Por lo tanto, la alteracién del nivel del
producto génico de miR especifico de cancer (por ejemplo, por disminucién del nivel de un producto génico de miR
que esta regulado de forma positiva en células cancerosas, y/o por aumento del nivel de un producto génico de miR
que esta regulado de forma negativa en células cancerosas) puede tratar de forma satisfactoria el cancer de
pancreas.

Por consiguiente, la presente divulgacion incluye métodos para tratar el cancer de pancreas en un sujeto, en el que
al menos un producto génico de miR especifico de cancer de pancreas esta desregulado (por ejemplo, regulado de
forma negativa, regulado de forma positiva) en las células cancerosas del sujeto. Cuando el producto génico de miR
esta regulado de forma negativa en las células cancerosas de pancreas, el método comprende administrar una
cantidad eficaz del producto génico de miR de modo que la progresion del cancer en el sujeto se inhibe. Cuando el
producto génico de miR esta regulado de forma positiva en las células cancerosas, el método comprende administrar
al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto para inhibir la expresion del gen de miR regulado de forma
positiva, denominados en el presente documento con puestos para inhibicion de la expresién del gen de miR, de
modo que la progresion del cancer en el sujeto se inhibe.

Los términos "que inhibe la progresion" del cancer o "que trata" céncer se refieren a detener por ralentizar la
formacion, desarrollo, o crecimiento de cancer y eliminacion o reduccion de sintomas de cancer, que incluyen
invasion y/o metastasis. Dicho tratamiento incluye provocar diferenciacion adicional de células cancerosas.

Tal como se usa en el presente documento, una "cantidad eficaz" de un producto génico de miR aislado una
cantidad suficiente para inhibir la progresiéon de cancer en un sujeto que padece cancer de pancreas. Un experto en
la materia puede determinar facilmente una cantidad eficaz de un producto génico de miR a administrar a un sujeto
dado, teniendo en cuenta factores, tales como la talla y el peso del sujeto; el grado de penetracién de la enfermedad;
la edad, salud y sexo del sujeto; la via de administracién; y si la administracion es regional o sistémica.

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

Una cantidad eficaz de un producto génico de miR aislado también se puede basar en el peso corporal aproximado o
estimado de un sujeto a tratar. Dichas cantidades eficaces se pueden administrar por via parenteral o por via enteral,
tal como se describe en el presente documento.

Un experto en la materia también puede determinar facilmente un régimen de dosificacion apropiados para la
administraciéon de un producto génico de miR aislado a un sujeto dado. Por ejemplo, un producto génico de miR se
puede administrar al sujeto una vez (por ejemplo, como una sola inyeccién o deposicién). Como alternativa, un
producto génico de miR se puede administrar una o dos veces al dia a un sujeto durante un periodo de dias a varios
meses, particularmente de aproximadamente tres a aproximadamente veintiocho dias, mas particularmente de
aproximadamente siete a aproximadamente diez dias. En un régimen de dosificacion en particular, un producto
génico de miR se administra una vez al dia durante siete dias. Cuando un régimen de dosificacién comprende
multiples administraciones, se entiende que la cantidad eficaz de producto génico de miR administrada al sujeto
puede comprender la cantidad total de producto génico administrada durante todo el régimen de dosificacion.

Tal como se usa en el presente documento, un producto génico de miR "aislado" es uno que se sintetiza, o altera por
retirar del estado natural a través de intervencién humana. Por ejemplo, se considera que un producto génico de miR
sintético, o un producto génico de miR parcialmente completamente separado de los materiales que coexisten en su
estado natural, esta "aislado". Un producto génico de miR aislado puede existir en forma basicamente purificada, o
puede existir en una célula en la que se ha administrado el producto génico de miR.

Los productos génicos aislados pueden ser oligonucle6tidos que comprenden el producto génico de miR maduro
funcional, oligonucleé6tidos que comprenden la horquilla corta de precursores de miARN que contienen la parte en
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bucle de la horquilla, precursores de miARN duplex que carecen de la horquilla, o vectores que expresan dichas
moléculas. Por lo tanto, un producto génico de miR que se administra deliberadamente a, o se expresa en, una
célula se considera un producto génico de miR "aislado". También se considera que un producto génico de miR
producido dentro de una célula a partir de una molécula precursora de miR es una molécula "aislada".

En algunas realizaciones, los productos génicos de miR aislados incluyen uno o mas de los siguientes: MIR-092-2-P,
MIR-096-P, MIR-129-2, MIR-133b, MIR-139, MIR-188b-P, MIR-204, MIR-299-P, MIR-337, MIR-371, MIR-383, MIR-
375.

Los productos génicos de miR aislados se pueden obtener usando un namero de técnicas convencionales. Por
ejemplo, los productos génicos de miR se pueden sintetizar quimicamente o producir de forma recombinante usando
de todos conocidos en la técnica. En una realizacion, los productos génicos de miR se sintetizan quimicamente
usando ribonucleosido fosforamiditas 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).

Un producto génico de miR aislado se puede administrar como ARN desnudo, en conjunto con un agente de
administracién. Como alternativa, el producto génico de miR se puede expresar a partir de un plasmido de ADN
circular o lineal recombinante usando cualquier promotor adecuado. Promotores adecuados para expresar ARN a
partir de un plasmido incluyen, por ejemplo, las secuencias promotoras de ARN pol Il U6 o H1, o los promotores de
citomegalovirus. La seleccion de otros promotores adecuados esta dentro de la experiencia en la materia. Los
plasmidos recombinantes de la invencion también pueden comprender promotores inducibles o regulables para la
expresion de los productos génicos de miR en células cancerosas.

Los productos génicos de miR que se expresan a partir de plasmidos recombinantes se pueden aislar a partir de
sistemas de expresion de células cultivadas mediante técnicas convencionales. Los productos génicos de miR que
se expresan a partir de plasmidos recombinantes también se pueden administrar a, y expresar directamente en, las
células cancerosas. El uso de plasmidos recombinantes para administrar los productos génicos de miR a células
cancerosas se analiza con mas detalle a continuacion.

Los productos génicos de miR se pueden expresar a partir un plasmido recombinante separado, o se pueden
expresar a partir del mismo plasmido recombinante. En una realizacion, los productos génicos de miR se expresan
como moléculas precursoras de ARN a partir de un solo plasmido, y las moléculas precursoras se procesan en el
producto génico de miR maduro funcional mediante un sistema de procesamiento adecuado, que incluye, pero no se
limita a, sistemas de procesamiento que existen dentro de una célula cancerosa. Otros sistemas de procesamiento
adecuados incluyen, por ejemplo, el sistema de lisado celular de Drosophila in vitro (por ejemplo, tal como se
describe en la Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N° 2002/0086356 de Tuschl et al.) y el sistema de
ARNasa Ill 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 seleccién de pasillos adecuados para la expresion de los productos génicos de miR, métodos para insertar
secuencias de acidos nucleicos en el plasmido para expresar los productos génicos, y métodos para administrar el
plasmido recombinante a las células de interés estan dentro de la experiencia en la materia. Véase, por ejemplo,
Zeng et al. (2002), Molecular Cell 9:1327-1333; Tuschl (2002), Nat. Biotechnol, 20: 446-448; Brummelkamp et al.
(2002), Science 296: 550-553; Miyagishi et al. (2002), Nat. Biotechnol. 20: 497-500; Paddison et al. (2002), Genes
Dev. 16: 948-958; Lee et al. (2002), Nat. Biotechnol. 20: 500-505; y Paul et al. (2002), Nat. Biotechnol. 20: 505-508.

En una realizacién, un plasmido que expresa los productos génicos de miR comprende una secuencia que codifica
un ARN precursor de miR bajo el control del promotor temprano intermedio de CMV. Tal como se usa el presente
documento, "bajo el control” de un promotor se refiere a que las secuencias de acidos nucleicos que codifican el
producto génico de miR estan unidas de forma operativa al promotor, de forma que el promotor puede iniciar la
transcripcion del producto génico de miR que codifica secuencias.

Los productos génicos de miR también se pueden expresar a partir de vectores virales recombinantes. Se contempla
que los productos génicos de miR se pueden expresar a partir de dos vectores virales recombinantes separados, o0 a
partir del mismo vector viral. EIl ARN expresado a partir de los vectores virales recombinantes se puede aislar a partir
de sistemas de expresion de células cultivadas mediante técnicas convencionales, o se puede expresar
directamente en células cancerosas. El uso de vectores virales recombinantes para administrar los productos
génicos de miR a células cancerosas se analiza con mas detalle a continuacion.

Los vectores virales recombinantes de la invencion comprenden secuencias que codifican los productos génicos de
miR y cualquier promotor adecuado para expresar las secuencias de ARN. Promotores adecuados incluyen, por
ejemplo, las secuencias promotoras de ARN pol Il U6 o H1, o los promotores de citomegalovirus. La seleccion de
otros promotores adecuados esta dentro de la experiencia en la materia. Los vectores virales recombinantes de la
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invencién también pueden comprender promotores inducibles o regulables para la expresién de los productos
génicos de miR en una célula cancerosa.

Se puede usar cualquier vector viral capaz de aceptar las secuencias de codificacion para los productos génicos de
miR; por ejemplo, vectores que derivan de adenovirus (AV); virus adeno-asociados (AAV); retrovirus (por ejemplo,
lentivirus (LV), Rhabdovirus, virus de leucemia de murino); virus del herpes, y similares. El tropismo de los vectores
virales se puede modificar mediante pseudotipado de los vectores con proteinas de envoltura otros antigenos de
superficie a partir de otros virus, o por sustitucion de diferentes proteinas de la capside viral, cuando sea apropiado.

Por ejemplo, los vectores de la invencion se pueden pseudotipar con proteinas de superficie partir de virus de
estomatitis vesicular (VSV), rabia, Ebola, Mokola, y similares. Los vectores de AAV de la invencién se pueden
preparar para dirigirse a diferentes células mediante ingenieria de los vectores que expresan diferentes serotipos de
proteinas de la capside. Por ejemplo, un vector de AAV que expresa una capside de serotipo 2 en un genoma de
serotipo 2 se denomina AAV 2/2. Este gen de la capside del serotipo 2 en el vector de AAV 2/2 se puede reemplazar
con un gen de la capside del serotipo 5 para producir un vector de AAV 2/5. Las técnicas para construir vectores de
AAV que expresan diferentes serotipos de proteinas de la capside estan dentro de la experiencia la materia; véase,
por ejemplo, Rabinowitz, J.E., et al. (2002), J. Virol. 76:791-801.

La seleccion de vectores virales recombinantes adecuados para su uso la invencién, métodos para insertar
secuencias de acidos nucleicos para expresar ARN en el vector, métodos para administrar el vector viral a las
células de interés, y recuperacion de los productos de ARN expresado estan dentro de la experiencia en la materia.
Véase, por ejemplo, Domburg (1995), Gene Therap. 2: 301-310; Eglitis (1988), Biotechniques 6: 608-614; Miller
(1990), Hum. Gene Therap. 1: 5-14; y Anderson (1998), Nature 392: 25-30.

Son vectores virales adecuados los obtenidos a partir de AV y AAV. 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 administrar el
vector en células diana, se describen en Xia et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-1010.

Vectores de AAV adecuados para expresar los productos génicos de miR, de todos para construir el vector de AAV
recombinante, y métodos para administrar los vectores en células diana se describen en Samulski et al. (1987), J.
Virol. 61: 3096-3101; Fisher et al. (1996), J. Virol., 70: 520-532; Samulski et al. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826;
Patente de Estados Unidos N? 5.252.479; Patente de Estados Unidos N2 5.139.941; Solicitud de Patente
Internacional N WO 94/13788; y Solicitud de Patente Internacional N® WO 93/24641.

En una realizacion, los productos génicos de miR se expresan a partir de un solo vector de AAV recombinante que
comprende el promotor temprano intermedio del CMV.

En una realizacion, un vector viral de AAV recombinante de la invencién comprenden una secuencia de acidos
nucleicos que codifica un ARN precursor de miR en conexion operable con una secuencia determinaciéon de poliT
bajo el control de un promotor de ARN U6 humano. Tal como se usa en el presente documento, "en conexién
operable con una secuencia determinacion de poliT" significa que las secuencias de acidos nucleicos que codifican
las hebras sentido o antisentido son inmediatamente adyacentes a la sefal de terminacién de poliT en el sentido 5’.
Durante la transcripcion de las secuencias de miR desde el vector, las sefales de terminacion de poliT actian para
terminar la transcripcién.

Otro método para alterar los niveles de expresion de miARN en cancer de pancreas es a través de sucesos
epigenéticos tales como hiper- o hipo- metilacion de los promotores de genes de miARN. La hipermetilacién del
promotor dara como resultado una expresion reducida del gen de miARN y la hipometilacién del promotor dara como
resultado una expresién aumentada del gen de miARN. (Jones PA, Baylin SB. The fundamental role of epigenetic
events in cancer. Nat Rev Genet. 3: 415-28 (2005)). Por lo tanto, otro método para inhibir la progresién del cancer es
la administracién de un compuesto que causa hipometilaciéon de la regiéon promotora de un producto génico de miR
regulado de forma negativa.

En otras realizaciones que los métodos de tratamiento de la invencién, también se puede administrar al sujeto una
cantidad eficaz de al menos un compuesto que inhibe la expresion de miR. Tal como se usa en el presente
documento, "que inhibe la expresién de miR" significa que la producciéon de la forma madura, activa de 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 la expresion de miR se ha inhibido en una célula cancerosa, usando por
ejemplo las técnicas para determinar el nivel de transcripcion de miR que sea analizada anteriormente para el
método de diagnostico. La inhibicion se puede producir al nivel de expresidn genética (es decir, mediante inhibicién
de la transcripcién de un gen de miR que codifica el producto génico de miR) o al nivel de procesamiento (por
ejemplo, por inhibicién del procesamiento de un precursor de miR en un miR activo, maduro).

Tal como se usa en el presente documento, una "cantidad eficaz" de un compuesto que inhibe la expresién de miR
es una cantidad suficiente para inhibir la progresion de cancer en un sujeto que padece cancer de pancreas. Un
experto en la materia puede determinar facilmente una cantidad eficaz de un compuesto que inhibe la expresion de
miR a administrar a un sujeto dado, teniendo en cuenta factores, tales como la talla y el peso del sujeto; el grado de
penetracion de la enfermedad; la edad, salud y sexo del sujeto; la via de administracion; y si la administracion es
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regional o sistémica.

Por ejemplo, una cantidad eficaz del compuesto que inhibe la expresién se puede basar en el peso aproximado de
una masa tumoral a tratar. El peso aproximado de una masa tumoral se puede determinar calculando el volumen
aproximado de la masa, en el que un centimetro cubico de volumen es mas o menos equivalente a un gramo. Una
cantidad eficaz basada en el peso de una masa tumoral puede estar entre aproximadamente 10-500
microgramos/gramo de masa tumoral, al menos aproximadamente 10 microgramos/gramo de masa tumoral, al
menos aproximadamente 60 microgramos/gramo de masa tumoral, y al menos aproximadamente 100
microgramos/gramo de masa tumoral.

Una cantidad eficaz de un compuesto que inhibe la expresion de miR también se puede basar en el peso corporal
aproximado o estimado de un sujeto a tratar. Dichas cantidades eficaces se administran por via parenteral o por via
enteral, entre otras, tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo, una cantidad eficaz del compuesto
que inhibe la expresiéon administrada a un sujeto puede variar de aproximadamente 5-3000 microgramos/kg de peso
corporal, de aproximadamente 700 - 1000 microgramos/kg de peso corporal, o puede ser mayor que
aproximadamente 1000 microgramos/kg de peso corporal.

Un experto en la materia también puede determinar facilmente un régimen de dosificacion apropiada para
administrar un compuesto que inhibe la expresion de miR a un sujeto dado. Por ejemplo, un compuesto que inhibe la
expresion se puede administrar al sujeto una vez (por ejemplo, en forma de una sola inyeccién o deposicion). Como
alternativa, un compuesto que inhibe la expresion se puede administrar una o dos veces al dia a un sujeto durante
un periodo de aproximadamente unos pocos dias a unos pocos meses, de aproximadamente tres a
aproximadamente veintiocho dias, o de aproximadamente siete a aproximadamente diez dias. En un régimen de
dosificacién en particular, un compuesto que inhibe la expresion se administra una vez al dia durante siete dias.
Cuando un régimen de dosificacion comprende mdultiples administraciones, se entiende que la cantidad eficaz del
compuesto que inhibe la expresién administrador sujeto puede comprender la cantidad total de compuesto
administrado durante todo el régimen de dosificacién.

En algunas realizaciones, los productos génicos de miR cuyos niveles se pueden reducir incluyen uno o mas de los
siguientes: let-7a-2-P, let-7b, let-7c, let-7d, let-7f-1, let-7i, MIR-001-2, MIR-007-1, MIR-015a, MIR-015b, MIR-016-1,
MIR-019b-1-P, MIR-021, MIR-023a, MIR-024-1,2, MIR-027a, b, MIR-029a,c, MIR-030d, MIR-032, MIR-092-1, MIR-
098, MIR-099a, MIR-100, MIR-107, MIR-125b-1, MIR-126, MIR-128a, MIR-132, MIR-136, MIR-142-P, MIR-145-P,
MIR-152, MIR-155, MIR-181a,c, MIR-196a-2, MIR-212, MIR-213, MIR-215, MIR-218-1,2, MIR-221, MIR-222-P, MIR-
301, MIR-328, MIR-331-P, MIR-345, MIR-367, MIR-376, MIR-424.

Compuestos adecuados para inhibir la expresion genética de miR incluyen ARN bicatenario (tal como ARN de
interferencia corto o pequefio o "siARN"), 4cidos nucleicos antisentido, moléculas de ARN enzimatico tales como
ribozimas, o moléculas capaces de formar una triple hélice con el gen de miR. Otra clase de compuestos inhibidores
pueden causar hiper-metilacién del promotor del producto génico de miR, dando como resultado una expresién
reducida del gen de miR. Cada uno de estos compuestos se puede dirigir a un producto génico de miR dado para
destruir, inducir la destruccion de, o de otro modo reducir el nivel del producto génico de miR diana.

Por ejemplo, la expresion de un gen de miR dado se puede inhibir induciendo interferencia de ARN del gen de miR
con una molécula de ARN bicatenario aislado ("dsARN") que tiene una homologia de secuencia de al menos un 90
%, por ejemplo al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 %, con al menos una parte del
producto génico de miR. En una realizacion en particular, la molécula de dsARN es un "ARN de interferencia corto o
pequeno" o "siARN."

siARN Uutil en los presentes métodos comprende ARN bicatenario corto con una longitud de aproximadamente 17
nucleétidos a aproximadamente 29 nucleétidos, o con una longitud de aproximadamente 19 a aproximadamente 25
nucleétidos. El siARN comprende una hebra de ARN sentido y una hebra de ARN antisentido complementaria y
piratas en conjunto mediante interacciones convencionales de emparejamiento de bases de Watson-Crick (en lo
sucesivo en el presente documento "bases emparejadas"). La hebra sentido comprende la secuencia de acidos
nucleicos que es basicamente idéntica a una secuencia de acidos nucleicos contenidas dentro del producto génico
de miR diana.

Tal como se usa en el presente documento, una secuencia de acidos nucleicos en un siARN que es "basicamente
idéntico" a una secuencia diana contenida dentro del mARN diana es una secuencia de acidos nucleicos que es
idéntica a la secuencia diana, o difiere de la secuencia diana en uno o dos nucleétidos. Las hebras sentido y
antisentido del siARN pueden comprender dos moléculas de ARN bicatenario, complementarias, o pueden
comprender una sola molécula en la que dos partes complementarias tienen bases emparejadas y estan unidas de
forma covalentes mediante un area de "horquilla" bicatenaria.
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El siARN también puede ser ARN alterado que difiere de la ARN de origen natural mediante la adicién, supresion,
sustitucion y/o alteracion de uno o mas nucleétidos. Dichas alteraciones pueden incluir adicién de material no
nucledtido, tal como en el extremo o extremos del siARN o en uno o mas nucleétidos internos del siARN, o
modificaciones que hacen que el siARN sea resistente a la digestion con nucleasas, o la sustitucion de uno o mas
nucledtidos en el siARN con desoxirribonucleétidos.

El siARN también se puede someter a ingenieria para contener determinadas propiedades "de tipo farmaco". Dichas
modificaciones incluyen modificaciones quimicas para la estabilidad y conjugacion de colesterol para administracion.
Dichas modificaciones transmiten mejores propiedades farmacolégicas al siARN y usando dichas modificaciones, los
siARN farmacol6gicamente activos pueden conseguir una amplia biodistribucion y silenciamiento eficaz de los
miARN en la mayoria de los tejidos in vivo.

Una o ambas hebras del siARN también pueden comprender un saliente en el sentido 3’. Tal como se usa en el
presente documento, un "saliente en el sentido 3" se refiere a al menos un nucleétido no emparejado que se
extiende del extremo en el sentido 3’ de una hebra de ARN de doble cara. Por lo tanto, en determinadas
realizaciones, el siARN comprende al menos un saliente en el sentido 3’ de 1 a aproximadamente 6 nucleotidos (que
incluye ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos) de longitud, de 1 a aproximadamente 5 nucleétidos de longitud, de
1 a aproximadamente 4 nucle6tidos de longitud, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 nucleétidos de
longitud. En una realizacion, el saliente en el sentido 3’ esta presente en ambas hebras del siARN, y tiene 2
nucleétidos de longitud. Por ejemplo, cada hebra del siARN puede comprender salientes en el sentido 3’ de acidos
ditimidilico ("TT") o acido diuridilico ("uu").

El siARN se puede producir quimicamente o biolégicamente, o se puede expresar a partir de un plasmido
recombinante o vector viral, tal como se ha descrito anteriormente para los productos génicos de miR aislados.
Métodos a modo de ejemplo para producir y someter a ensayo moléculas de dsARN o siARN se describen en la
Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N® 2002/0173478 de Gewirtz y en la Solicitud de Patente
Publicada de Estados Unidos N° 2004/0018176 de Reich et al..

Métodos para sintetizar y validar un siARN terapéuticamente eficaz sometido a ingenieria para silenciar miARN in
vivo se describe en Krutzfeldt J, et al. (2005), Silencing of microRNAs in vivo with antagomirs’, Nature 438 (7068):
685-9.

La expresion de un gen de miR dado también se puede inhibir mediante un acido nucleico antisentido. Tal como se
usa en el presente documento, un "acido nucleico antisentido" se refiere a una molécula de acido nucleico que se
une al ARN diana por medio de interacciones de ARN-ARN o ARN-ADN o ARN-&cido peptido nucleico, que alteran
la actividad del ARN diana. Acidos nucleicos antisentido adecuados para su uso en los presentes métodos son
acidos nucleicos monocatenarios (por ejemplo, ARN, ADN, quimeras de ARN-ADN, APN) que generalmente
comprenden una secuencia de acidos nucleicos complementaria con una secuencia de acidos nucleicos contiguos
en un producto génico de miR. El &cido nucleico antisentido puede comprender una secuencia de acidos nucleicos
que es complementaria en un 50-100 %, complementaria en un 75-100 %, o complementaria en un 95-100 % con
una secuencia de acidos nucleicos contigua en un producto génico de miR. Sin desear quedar ligado a ninguna
teoria, se cree que los acidos nucleicos antisentido activan la RNasa H u otra nucleasa celular que digiere el
producto génico de miR/duplex de acido nucleico antisentido.

Por ejemplo, en eucariotas, la ARN polimerasa catalizada la transcripcién de un gen estructural para producir mARN.
Una molécula de ADN se puede diseiar para contener una matriz de ARN polimerasa en la que la transcripcion de
ARN en una secuencia que es complementaria con la de un mARN preferente. La transcripcion de ARN se
denomina "ARN antisentido". Las moléculas de ARN antisentido pueden inhibir la expresién del mARN (por ejemplo,
Rylova et al., Cancer Res, 62 (3): 801-8, 2002; Shim et al., Int. J. Cancer, 94 (1): 6-15, 2001).

Como alternativa, con respecto a una primera molécula de acido nucleico, una segunda molécula de ADN o una
segunda molécula de acido nucleico quimérico y se crea con una secuencia, que es una secuencia complementaria
homologa a la secuencia complementaria de la primera molécula o partes de la misma, se denomina el "ARN
antisentido o sefiuelo de ADN o molécula de sefuelo" de la primera molécula. El término "molécula de sefiuelo”
también incluye una molécula de acido nucleico, que puede ser mono o bicatenario, que comprende ADN o APN
(acido péptido nucleico) (Mischiati et al., Int. J. Mol. Med., 9 (6): 633-9, 2002), y que contiene una secuencia de un
sitio de unién a proteinas, tal como sitios de unién para una proteina reguladora o un sitio de unién para un factor de
transcripcion. En la técnica se conocen aplicaciones de moléculas de acido nucleico antisentido, que incluyen
moléculas de ADN antisentido y de ADN de sefiuelo, por ejemplo, Morishita et al, Ann. N Y Acad. Sci., 947: 294-301,
2001; Andratschke et al., Anticancer Res, 21: (5) 3541-3550, 2001.

Los acidos nucleicos antisentido también pueden contener modificaciones en la estructura principal del acido
nucleico o en los restos de azlcar y bases (o sus equivalentes) para potenciar la especificidad a dianas, resistencia
a nucleasas, administracion u otras propiedades relacionadas con la eficacia de la molécula. Dichas modificaciones
incluyen restos de colesterol, intercaladores de duplex, tales como acridina, 0 uno o mas grupos resistentes a
nucleasas.
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Los acidos nucleicos antisentido se pueden producir quimicamente o biolégicamente, o se pueden expresar a partir
de un plasmido recombinante o vector viral, tal como se ha descrito anteriormente para los productos génicos de
miR aislados. Métodos a modo de ejemplo para producir y someter a ensayo estan dentro de la experiencia en la
materia; véase, por ejemplo, Stein y Cheng (1993), Science 261:1004 y Patente de Estados Unidos N¢ 5.849.902 de
Woolf et al..

La expresion de un gen de miR dado también se puede inhibir mediante un acido nucleico enzimatico. Tal como se
usa el presente documento, un "acido nucleico enzimatico" se refiere a un acido nucleico que comprende una region
de unién a sustratos que tiene una complementariedad con una secuencia de acidos nucleicos contigua de un
producto génico de miR, y que es capaz de escindir especificamente el producto génico de miR. La regién de unién
a sustratos de acido nucleico enzimatico puede ser, por ejemplo, complementaria en un 50-100 %, complementaria
en un 75-100 %, o complementaria en un 95-100 % con una secuencia de acidos nucleicos contigua en un producto
génico de miR. Los acidos nucleicos enzimaticos también pueden comprender modificaciones en los grupos de
base, azucar, y/o fosfato. Un acido nucleico enzimatico a modo de ejemplo para su uso a los presentes métodos es
una ribozima.

Las ribozimas son moléculas de ARN enzimatico capaces de catalizar la escision especifica de ARN. Se proporciona
una revision en Rossi, Current Biology, 4: 469-471 (1994). El mecanismo de una accién de ribozima implica
hibridacion especifica de secuencias de la molécula de ribozima con ARN diana complementario, seguido de una
escision endonucleolitica. Una composicién de moléculas de ribozima debe incluir una o mas secuencias
complementarias con el mMARN del gen diana, y deben incluir una secuencia catalitica bien conocida responsable de
la escisién del mMARN (Patente de Estados Unidos N° 5.093.246).

Los sitios de escision de ribozima especifica dentro de cualquier diana de ARN potencial se identifican inicialmente
por exploracién de la molécula de interés para sitios de escision de ribozima que incluyen las siguientes secuencias,
GUA, GUU y GUC. Una vez que se han identificado, secuencias de ARN corto de entre 15 y 20 ribonucleétidos que
corresponden con la regién del gen de miR que contiene el sitio de escision se pueden evaluar para caracteristicas
estructurales pronosticadas, por ejemplo, estructura secundaria, que pueden hacer que una secuencia de
oligonuclettidos sea inadecuada. La idoneidad de secuencias candidatas tales se puede evaluar sometiendo a
ensayo su accesibilidad a hibridacion con oligonucleétidos complementarios, usando ensayos de proteccion de
ribonucleasa.

Los acidos nucleicos enzimaticos se pueden producir quimicamente biolégicamente, o se pueden expresar a partir
de un plasmido recombinante o vector viral, tal como se ha descrito anteriormente para los productos génicos de
miR aislados. Métodos a modo de ejemplo para producir y someter a ensayo moléculas de dsARN o siARN se
describen en Werner y Uhlenbeck (1995), Nucl. Acids Res. 23:2092-96; Hammann et al. (1999), Antisense and
Nucleic Acid Drug Dev. 9:25-31; y Patente de Estados Unidos N° 4.987.071 de Cech et al..

Se pueden usar moléculas que forman triple hélice para reducir el nivel de la actividad genética de miR diana. Las
moléculas de acido nucleico que se pueden asociar entre si en una conformacion de tricatenaria (triple hélice) y que
por lo tanto se pueden usar para inhibir la traducciéon de un gen diana, deberian ser hélices individuales compuestas
de desoxinucleétidos. La composicion de bases de estos oligonucleédtidos se disefia de forma que se promueva la
formacion de la triple hélice mediante las reglas formacion de pares de bases de Hoogsteen, que generalmente
requieren tramos considerables de purinas o pirimidinas en una hebra de un duplex. Las secuencias de nucleétidos
pueden ser a base de pirimidina, que daran como resultado tripletes de TAT y CGC a través de las tres hebras
asociadas de la triple hélice resultante. Las moléculas ricas en pirimidina proporcionan bases complementarias con
una region rica en purina de una sola hebra del duplex en una orientacion paralela a la de la hebra. Ademas, se
pueden elegir moléculas de acido nucleico que sean ricas en purina, por ejemplo, las que contienen un tramo de
restos de G. Estas moléculas formaran una triple hélice con un duplex de ADN que es rico en pares de GC, en las
que la mayoria de los restos de purina estan localizados en una sola hebra del duplex al que se dirige, dando como
resultado tripletes de GGC a través de las tres hebras en el triplete. Como alternativa, las secuencias potenciales
que se pueden dirigir para la formacion de triple hélice se pueden aumentar mediante la creacién de una molécula
de acido nucleico denominada "switchback". Las moléculas de Switchback se sintetizan de una forma alternante en
las direcciones 5-3’, 3'-5’, de modo que forman pares de bases con una primera hebra de un duplex y a continuacion
con la otra, eliminando la necesidad de un tramo considerable de purinas o pirimidinas en una hebra de un duplex.

Otro método para alterar los niveles de expresién de miARN en cancer de pancreas es a través de sucesos
epigenéticos tales como hiper- o hipo- metilacion de los promotores de genes de miARN. La hiper metilacion del
promotor dara como resultado expresién reducida del gen de miARN vy la hipometilaciéon del promotor dara como
resultado la expresion aumentada del gen de miARN. (Jones PA, Baylin SB. The fundamental role of epigenetic
events in cancer. Nat Rev Genet. 3: 415-28 (2005)).

La administracion de al menos un producto génico de miR, o al menos un compuesto para inhibir la expresién de
miR, inhibira la progresion de cancer de pancreas en un sujeto. La inhibicion de la proliferacién de células
cancerosas se puede deducir si el numero de dichas células en el sujeto permanece constante o disminuye después
de la administracion de los productos génicos de miR o compuestos que inhiben la expresion genética de miR. Una
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inhibicion de la proliferacion de células cancerosas también se puede deducir si el nimero absoluto de dichas
células aumenta, pero la velocidad de crecimiento tumoral disminuye.

El nimero de células cancerosas en un organismo de un sujeto se puede determinar por medida directa, o por
estimacion a partir del tamario de las masas tumorales primarias o metastasicas. Por ejemplo, el nimero de células
cancerosas en un sujeto se puede medir por métodos inmunochistologicos, citometria de flujo, otras técnicas
disefiadas de detectar marcadores de superficie caracteristicos de células cancerosas.

El tamafio de una masa tumoral se puede determinar por observacién visual directa, o por métodos diagnésticos por
formacion de imagenes, tales como rayos X, formacion de imagenes por resonancia magnética, ecografia, y
gammagrafia. Los métodos de diagnéstico por formacién de imagenes usados para determinar el tamafio de la masa
tumoral se pueden usar con o sin agentes de contraste, tal como se conoce en la técnica. El tamafio de una masa
tumoral también se puede determinar mediante métodos fisicos, tales como palpacién de la masa de tejido con un
instrumento de medida, tal como un calibrador.

Los productos génicos de miR o compuestos que inhiben la expresién genética de miR se pueden administrar a un
sujeto mediante cualquier medio adecuado para la administracion de estos compuestos a células cancerosas del
sujeto. Por ejemplo, los productos génicos de miR o compuestos que inhiben la expresién de miR se pueden
administrar mediante métodos adecuados para transfectar células del sujeto con estos compuestos, o con acidos
nucleicos que comprenden secuencias que codifican a estos compuestos. En una realizacion, las células se
transfectan con un vector plasmido o viral que comprende secuencias que codifican al menos un producto génico de
miR o compuesto que inhibe la expresion genética de miR.

Los métodos de transfeccion para células eucariota son bien conocidos en la técnica, e incluyen inyeccion directa del
acido nucleico en el nucleo o prondcleo de una célula; electroporacién; transferencia de liposomas o transferencia
mediada por materiales lipofilicos; administracién de acidos nucleicos mediada por receptores, aceleracion
biobalistica o de particulas; precipitacion de fosfato de calcio, y transfeccion mediada por vectores virales.

Por ejemplo, se pueden transfectar células con un compuesto de transferencia liposomal, 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 usado no es critica para la practica de la invencién; se pueden
conseguir resultados aceptables con 0,1-100 microgramos de acido nucleico/10.sup.5 células. Por ejemplo, se
puede usar una relacion de aproximadamente 0,5 microgramos de vector plasmido en 3 microgramos de DOTAP por
10.sup.5 células.

En una realizacidn, las células cancerosas de pancreas se aislan del sujeto, se transfectan con acidos nucleicos que
codifican el producto génico de miR regulado de forma negativa, y se vuelven a introducir en el sujeto.

Un producto génico de miR o compuesto que inhibe la expresion genética de miR también se puede administrar a un
sujeto mediante cualquier via de administracién enteral o parenteral. Las vias de administracion enteral adecuadas
para los presentes métodos incluyen, por ejemplo, administracion oral, rectal, o intranasal. Las vias de
administracion parenteral adecuadas incluyen, por ejemplo, administracion intravascular (por ejemplo, inyeccién
intravenosa en bolo, infusion intravenosa, inyeccién intraarterial en bolo, infusion intraarterial e instilacion por catéter
en el sistema vascular); inyeccion peri- e intratisular (por ejemplo, inyeccién peritumoral e intratumoral, inyeccién
intraretiniana, o inyeccién subretiniana); inyeccion o deposicién subcutanea, que incluye infusion subcutanea (tal
como mediante bombas osmoéticas); aplicacion directa al tejido de interés, por ejemplo mediante un catéter u otro
dispositivo de colocacién (por ejemplo, un microgranulo en la retina o un supositorio o un implante que comprende
un material poroso, no poroso, o gelatinoso); e inhalacién. Son vias de administracion adecuadas inyeccion, infusion
e inyeccion directa en el tumor.

En los presentes métodos, un producto génico de miR o compuesto que inhibe la expresion del producto génico de
miR se puede administrar al sujeto como ARN desnudo, en combinacién con un reactivo de administracion, o como
un &cido nucleico (por ejemplo, un plasmido recombinante o vector viral) que comprende secuencias que expresan
el producto génico de miR o compuesto que inhibe la expresion. Reactivos de administracién adecuados incluyen,
por ejemplo, el reactivo lipofilico Transit TKO de Mirus; lipofectina; lipofectamina; celfectina; policationes (por
ejemplo, polilisina), y liposomas.

En el presente documento se analizan plasmidos recombinantes y vectores virales que comprenden secuencias que
expresan los productos génicos de miR o compuestos inhiben la expresion genética de miR, y técnicas para
administrar dichos plasmidos y vectores a células cancerosas.

En una realizacion, los liposomas se usan para administrar un producto génico de miR o compuesto que inhibe la
expresion genética de miR (o acidos nucleicos que comprenden secuencias que los codifican) a un sujeto. Los
liposomas también pueden aumentar la vida media de sangre de los productos génicos o acidos nucleicos. Los
liposomas adecuados para uso en la invencion se pueden formar a partir de lipidos que forman vesiculas
convencionales, que generalmente incluyen fosfolipidos cargados de forma neutra o negativa y un esterol, tal como
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colesterol. La seleccion de lipidos generalmente esta guiada por la consideracion de factores, tales como el tamaro
del liposoma deseado y la vida media de los liposomas en el torrente sanguineo. Se conocen diversos métodos para
preparar liposomas, por ejemplo, tal como se describe en Szoka et al. (1980), Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9: 467; y
Patentes de Estados Unidos N© 4.235.871, N 4.501.728, N° 4.837.028, y N° 5.019.369.

Los liposomas para uso en los presentes métodos pueden comprender una molécula de ligando que dirige el
liposoma a células cancerosas. Son adecuados y tantos que se unen a receptores predominantes en células
cancerosas, tales como anticuerpos monoclonales que unen a antigenos de células tumorales.

Los liposomas para uso en los presentes métodos también se puede modificar con el fin de evitar el aclaramiento
por el sistema de macrofagos mononucleares ("MMS") y sistema del reticulo endotelial ("RES"). Dichos liposomas
modificados tienen restos de inhibicién de la opsonizacién en la superficie o incorporados en la estructura del
liposoma. En algunas realizaciones, un liposoma de la invencion puede comprender restos tanto de inhibicion de
opsonizacién como un ligando.

Los restos de inhibicion de la opsonizacion para uso en la preparacion de los liposomas de la invenciéon son por lo
general polimeros hidrofilicos grandes que estan unidos a la membrana del liposoma. Tal como se usa en el
presente documento, un resto de inhibicién de la opsonizacién esta "unido" a una membrana del liposoma cuando
esta quimicamente o fisicamente unido a la membrana, por ejemplo, mediante el intercalado que un ancla soluble en
lipidos en la membrana en si misma, o por unién directamente a grupos activos de lipidos de membrana. Estos
polimeros hidrofilicos de inhibicién de la opsonizacién forman una capa de superficie protectora que disminuye
significativamente la absorcién de los liposomas por el MMS y RES; por ejemplo, tal como se describe en la Patente
de Estados Unidos N? 4.920.016.

Los restos de inhibicién de la opsonizacién adecuados para modificar liposomas incluyen polimeros solubles en
agua con un peso molecular promedio en nimero de aproximadamente 500 a aproximadamente 40.000 daltons, o
de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 20.000 daltons. Dichos polimeros incluyen derivados de
polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol (PPG); por ejemplo, metoxi PEG o PPG, y estearato de PEG o PPG;
polimeros sintéticos, tales como poliacrilamida o poli N-vinil pirrolidona; poliamidoaminas lineales, ramificadas, o
dendriméricas; acidos poliacrilicos; polialcoholes, por ejemplo, alcohol de polivinilo y polixilitol a los que estan unidos
quimicamente grupos carboxilico o amino, asi como gangliésidos, tal como gangliésido GM1. Ademas, son
adecuados copolimeros de PEG, metoxi PEG, o metoxi PPG, o derivados de los mismos. Ademas, el polimero de
inhibicion de la opsonizaciéon puede ser un copolimero de bloque de PEG y un poliamino acido, polisacaridos,
poliamidoamina, polietilenamina, o polinucleétido. Los polimeros de inhibicion de la opsonizacion también pueden
ser polisacaridos naturales que contienen aminoacidos o &acidos carboxilicos, por ejemplo, acido galacturénico, acido
glucurénico, acido manurénico, acido hialurénico, acido péptico, acido neuraminico, acido alginico, carragenano;
polisacaridos u oligosacaridos aminados (lineales ramificados); o polisacaridos u oligosacaridos carboxilados, por
ejemplo, hechos reaccionar con derivados de acidos carbdnicos con union resultante de grupos carboxilicos. El resto
de inhibicién de la opsonizacion puede ser un PEG, PPG, o derivados de los mismos. En ocasiones, los liposomas
modificados con derivados de PEG o PEG se denominan "liposomas PEGilado".

El resto de inhibicion de la opsonizacién se puede unir a la membrana del liposoma mediante una cualquiera de
numerosas técnicas bien conocidas. Por ejemplo, un éster de N-hidroxisuccinimida de PEG se puede unir a un ancla
de fosfatidil-etanolamina soluble en lipidos, y a continuacién se puede unir a una membrana. De forma andloga, un
polimero de dextrano se puede derivatizar con un ancla de estearilamina soluble en lipidos a través de aminacién
reductora usando Na(CN)BHs y una mezcla de disolventes, tal como tetrahidrofurano y agua en una relacién de
30:12 a 60 °C.

Los liposomas modificados con restos de inhibiciéon de la opsonizacién permanecen en la circulacion durante mucho
mas tiempo que los liposomas sin modificar. Por esta razén, en ocasiones dichos liposomas se denominan
liposomas "ocultos". Se sabe que los liposomas ocultos se acumulan en tejidos alimentados por microvasculatura
porosa o de "fuga". Por lo tanto, la caracterizacion de tejidos mediante dichos defectos de microvasculatura, por
ejemplo tumores sélidos, acumulara de forma eficaz estos liposomas; véase Gabizon, et al. (1988), Proc. Natl. Acad.
Sci., U.S.A., 18:6949-53. Ademas, la absorcién reducida por el RES reduce la toxicidad de los liposomas ocultos al
prevenir la acumulacién significativa de los liposomas en el higado y en el bazo. Por lo tanto, los liposomas que
estan modificados con restos de inhibicion de la opsonizacién son muy adecuados para administrar los productos
génicos de miR o compuestos de inhibicion de la expresion genética de miR (o acidos nucleicos que comprenden
secuencias que los codifican) a células tumorales.

Los productos génicos de miR o compuestos de inhibicién de la expresién genética de miR se pueden formular como
composiciones farmacéuticas, denominadas en ocasiones "medicamentos"”, antes de administrar a los to un sujeto,
de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica. Por consiguiente, la invencién incluye composiciones
farmacéuticas para tratar cancer de pancreas. En una realizacion, las composiciones farmacéuticas comprenden al
menos un producto génico de miR aislado y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una realizacién en
particular, el producto génico de miR corresponde con un producto génico de miR que tiene un nivel de expresion
disminuido en células cancerosas de pancreas con respecto a células de control adecuadas.
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En otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la invencién comprenden al menos un compuesto de
inhibicion de la expresién de miR. En una realizacion en particular, en al menos un compuesto de inhibicion de la
expresion genética de miR especifico para un gen de miR cuya expresion es mayor en células cancerosas de
pancreas que en células de control.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se caracterizan porque son al menos estériles y sin
pirdgenos. Tal como se usa en el presente documento, "composiciones" o "formulaciones" farmacéuticas incluyen
formulaciones para uso humano y veterinario. Métodos para preparar composiciones farmacéuticas de la invencion
estan dentro de la experiencia en la materia, por ejemplo tal como se describe en Remington’s Pharmaceutical
Science, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa. (1985).

Las presentes formulaciones farmacéuticas comprenden al menos un producto génico de miR o compuesto de
inhibicion de la expresion genética de miR (o al menos un acido nucleico que comprende secuencias que los
codifican) (por ejemplo, de un 0,1 a un 90 % en peso) o una sal fisioldgicamente aceptables de los mismos,
mezclados con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las formulaciones farmacéuticas de la invencién también
pueden comprender al menos un producto génico de miR o compuesto de inhibicion de la expresion genética de miR
(o al menos un acido nucleico que comprende secuencias que los codifican) que estan encapsulados por liposomas
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables especialmente adecuados son agua, agua tamponada, solucion salina
normal, solucién salina al 0,4 %, glicina al 0,3 %, &cido hialurénico y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden comprender al menos un producto génico de miR o
compuesto de inhibicién de la expresion genética de miR (o al menos un acido nucleico que comprende secuencias
que los codifican) que es resistente a la degradacién por nucleasas. Un experto en la materia puede sintetizar
facilmente acidos nucleicos que son resistentes a nucleasas, por ejemplo por incorporacién de uno o mas
ribonucleétidos que estdn modificados en la posicion 2° en los productos génicos de miR. Ribonucleétidos
modificados en la posiciéon 2’ adecuados incluyen los modificados en la posicion 2’ con flior, amino, alquilo, alcoxi, y
O-alilo.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidon también pueden comprender excipientes y/o aditivos
farmacéuticos convencionales. Excipientes farmacéuticos adecuados incluyen estabilizantes, antioxidantes, agentes
para el ajuste de la osmolalidad, tampones, y agentes para el ajuste del pH. Aditivos adecuados incluyen, por
ejemplo, tampones fisiolégicamente biocompatibles (por ejemplo, clorhidrato de trometamina), adiciones de agentes
quelantes (tales como, por ejemplo, DTPA o DTPA-bisamida) o complejos de quelato célcico (tales como, por
ejemplo, DTPA calcico, CaNaDTPA-bisamida), u, opcionalmente, adiciones de sales de calcio o de sodio (por
ejemplo, cloruro célcico, ascorbato calcico, gluconato célcico o lactato calcico). Las composiciones farmacéuticas de
la invencién se pueden envasar para uso en forma liquida, o se pueden liofilizar.

Para composiciones farmacéuticas sélidas de la invencion, se pueden usar vehiculos farmacéuticamente aceptables
sélidos no toxicos convencionales; por ejemplo, calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina sodica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, magnesio carbonato, y similares.

Por ejemplo, una composicién farmacéutica sélida para administracién oral puede comprender cualquiera de los
vehiculos y excipientes que se han indicado anteriormente y un 10-95 %, preferentemente un 25 %-75 %, del al
menos un producto génico de miR o compuesto de inhibicion de la expresion genética de miR (o al menos un acido
nucleico que comprende secuencias que los codifican). Una composicién farmacéutica para administracion por
aerosol (de inhalacion) puede comprender un 0,01-20 % en peso, preferentemente un 1 %-10 % en peso, del al
menos un producto génico de miR o compuesto de inhibicion de la expresiéon genética de miR (o al menos un acido
nucleico que comprende secuencias que los codifican) encapsulado en un liposomas tal como se ha descrito
anteriormente, y un agente propulsor. También se puede incluir un vehiculo también cuando se desee; por ejemplo,
lecitina para administracién intranasal.

La invencién también contempla un método para determinar la eficacia de un régimen terapéutico que inhibe la
progresion del cancer de pancreas en un sujeto. El método incluye: (a) obtener una primera muestra de ensayo del
pancreas del sujeto que contiene células cancerosas con un producto génico de miR regulado de forma positiva con
respecto a las células de control; (b) administrar el régimen terapéutico al sujeto; (d) obtener una segunda muestra
de ensayo del pancreas del sujeto después de un periodo de tiempo; y (e) comparar los niveles del producto génico
de miR regulado de forma positiva en la primera y la segunda muestras de ensayo. Un nivel menor del producto
génico de miR de regulado de forma positiva en la segunda muestra de ensayo en comparaciéon con la primera
muestra de ensayo indica que el régimen terapéutico es eficaz para inhibir la progresion del cancer de pancreas en
el sujeto.

Otro método para determinar la eficacia de un régimen terapéutico que inhibe la progresiéon del cancer de pancreas

en un sujeto, incluye: (a) obtener una primera muestra de ensayo del pancreas del sujeto que contiene células
cancerosas con un producto génico de miR regulado de forma negativa con respecto a células de control; (b)
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administrar el régimen terapéutico al sujeto; (d) obtener una segunda muestra de ensayo del pancreas del sujeto
después de un periodo de tiempo; y (e) comparar los niveles del producto génico de miR regulado de forma negativa
en la primera y la segunda muestras de ensayo. En este caso, un nivel mayor del producto génico de miR regulado
de forma negativa en la segunda muestra de ensayo en comparacion con la primera muestra de ensayo indica que
el régimen terapéutico es eficaz para inhibir la progresién del cancer de pancreas en el sujeto.

La invencién también incluye un método por identificar un agente anticancer de pancreas. El método incluye: (a)
determinar el nivel de expresién de al menos un producto génico de miR que esta sobreexpresado en una muestra
biolégica que contiene células cancerosas de pancreas, generando de este modo datos para un nivel de expresion
previo de ensayo de dicho producto génico de miR; (b) poner en contacto la muestra biolégica con un agente de
ensayo; (c) determinar el nivel de expresion del producto génico de miR en la muestra bioldégica después de la etapa
(b), generando de este modo datos para un nivel de expresién posterior al ensayo; y (d) comparar el nivel de
expresion posterior al ensayo con el nivel de expresiéon previo al ensayo de dicho producto génico de miR. Una
disminucion en el nivel de expresion posterior al ensayo del producto génico de miR sobreexpresado es indicativa de
que el agente de ensayo tiene propiedades anticancer de pancreas.

En otra realizacion, el método para identificar un agente anticancer de pancreas, incluye: (a) determinar el nivel de
expresion de al menos un producto génico de miR que esta subexpresado en una muestra bioldégica que contiene
células cancerosas de pancreas, generando de este modo datos para un nivel de expresién previo al ensayo de
dicho producto génico de miR; (b) poner en contacto la muestra biolégica con un agente de ensayo; (c) determinar el
nivel de la expresion del producto génico de miR en la muestra bioldgica después de la etapa (b), generando de este
modo datos para un nivel de expresién posterior al ensayo; y (d) comparar el nivel de expresion posterior al ensayo
con el nivel de expresion previo al ensayo de dicho producto génico de miR, en el que un aumento en el nivel de
expresion posterior al ensayo del producto génico de miR subexpresado es indicativo de que el agente de ensayo
tiene propiedades anticancer de pancreas.

Agentes adecuados incluyen, pero no se limitan a farmacos (por ejemplo, moléculas pequenas, péptidos), y
macromoléculas bioldgicas (por ejemplo, proteinas, acidos nucleicos). El agente se puede producir de forma
recombinante, de forma sintética, o se puede aislar (es decir, purificar) a partir de una fuente natural. En la técnica se
conocen diversos métodos para proporcionar dichos agentes a una célula (por ejemplo, transfeccién), y varios de
dichos métodos se han descrito anteriormente en el presente documento. Ademas, en la técnica se conocen bien de
todos para detectar la expresién de al menos un producto génico de miR (por ejemplo, transferencia de Northern,
hibridacion in situ, RT-PCR, formacién de perfiles de expresion). Varios de estos métodos también se han descrito
anteriormente en el presente documento.

La invencion se ilustrara a continuaciéon mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLO 1:

Identificacion de una firma de expresion de microARN que discrimina el cancer de pancreas a partir de tejido normal
o de pancreatitis

Se us6 un ensayo de PCR cuantitativa, en tiempo real para formar perfiles de la expresion de mas de 200
precursores de miARN en muestras de ensayo clinico de lineas celulares de cancer de pancreas humano
(adenocarcinoma), tejido benigno relacionado, pancreas normal, pancreatitis cronica y cancer de pancreas. Se
identificé una firma Unica de miARN que distinguia el cancer de pancreas del pancreas normal y benigno. Los
métodos usados para la RT-PCR cuantitativa en tiempo real se describen con detalle en Jiang, J., et al. (2005),
Nucleic Acids Res 33: 5394-5403; Schmittgen T. D., et al. (2004), Nucleic Acids Res 32: E43; y Solicitud Provisional
de Estados Unidos con N2 de Serie 60/656.109, presentada el 24 de febrero de 2005.

El procedimiento experimental y los resultados también se indicaron en Lee et al., (2006) Int. J. Cancer 120: 1046-
1054.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de tejidos. Las muestras de tejido analizadas en este estudio se obtuvieron a partir de pacientes
sometidos a un procedimiento quirdrgico para retirar una parte del pancreas en la Universidad de Oklahoma Health
Sciences Center y la Universidad del Estado de Ohio. La toma de muestras se ajustaba a las normas y practicas del
Institutional Review Board de la instalacion. Después de la retirada de la muestra de ensayo quirargica, el personal
de investigacion transporta inmediatamente el tejido al laboratorio de patologia quirtrgica. La facultad de patologia
realizé un andlisis bruto de la muestra de ensayo y seleccioné tejido pancredtico que parecia canceroso y tejido
pancreatico que parecia normal para la investigacién. Cada muestra se puso en un criovial y se congelé de forma
ultrarrapida en nitrégeno liquido y se almacen6 a -150 °C hasta el andlisis. El andlisis patolégico posterior de los
institutos que proporcionan las muestras de ensayo quirdrgicas confirmoé la histopatolégico de las muestras tomadas
para investigacion. Se realiz6 un segundo nivel de control de calidad en los tejidos benignos adyacentes en el
laboratorio que realiz6 el analisis de ARN. Se prepararon laminas histolégicas a partir de la seccion del tejido
congelado directamente adyacente al tejido a partir del que se aislé el ARN. Estas laminas fueron examinadas por
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uno de nosotros (W.L.F.) para determinar si los tejidos benignos contenian cualquier célula de tumor pancreatico. El
tejido benigno que contenia tumor residual no se incluy6 en el estudio. Los datos clinicos en las muestras de ensayo
se indican en la Tabla Complementaria 1.

Lineas celulares. Las siguientes lineas celulares de tumor del pancreas se adquirieron en la madre su inicial
Coleccion Americana de Tejidos Tipo (Manassas, VA). Panc-1, HS766T, MIA PaCa-2, HPAF-II, BxPC-3, Mpanc-96,
PL45, Panc03.27 y Panc10.05. Las lineas celulares se cultivaron en medio de RPMI 1640 con FBS al 10 % u otro
medio completo optimizado usando condiciones estandar.

Formacién de perfiles de expresion de precursores de miARN. El ARN total se aisl6 a partir de las lineas celulares o
tejidos en 1 ml de Trizol (Invitrogen, Carslbad, CA). El tejido congelado (~10 mg) se pulverizé primero en un mortero
y mano de mortero de acero inoxidable. El ARN total a partir de pancreas normales se adquiri6 en Ambion (Austin,
TX), BD Biosciences (Mountain View, CA) y Stratagene (La Jolla, CA). Todos los donantes del tejido normal
fallecieron por complicaciones distintas de las enfermedades pancreaticas (Fig. 3). La integridad del ARN se evalué
usando el Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). El indice de integridad del ARN (RIN) se
determiné usando el algoritmo RIN del software Agilent 2100 expert, de acuerdo con el protocolo en Imbeaud, S., et
al. (2005), Nucleic Acids Res 33, €56. Las masas de ARN con un RIN = 4 se incluyeron en el estudio (Fig. 3). El ARN
se tratdé brevemente con ADNasa | sin RNasa y cADN se sintetizé a partir de 1 ug de ARN total usando cebadores
especificos de genes a 222 precursores de miARN mas 18S rARN. Se formaron perfiles de la expresion de 222
precursores de miARN usando un ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real. Se realizaron PCR por duplicado para
cada gen precursor de miARN en cada muestra de cADN. La Ct media se determiné a partir de las PCR duplicadas.
La expresion genética relativa se calculé como 2 - (Ctmirna - Ciss mrn)- La expresion genética relativa se multiplico
por 10° para simplificar la presentacion de los datos. Los datos de expresion de precursores de miARN relativos sin
procesar se presentan en la Figura 4.

Estadistica. Los Datos de ACt para 201 valores de expresién genética (con respecto a la expresion genética de
control) se centraron en la media y se analizaron usando la siguiente estrategia. Los patrones de expresion de datos
infiltrados se evaluaron usando formacion de grupos jerarquicos sin supervisar de muestras de genes basandose en
la unién media de la distancia Euclidiana (Eisen MB, et al. (1998), Proc Natl Acad Sci USA 95: 14863-8; Saeed Al, et
al. (2003), Biotechniques 34: 374-8). Para determinar los genes que se expresan de forma diferencial entre grupos
de muestras, los datos se filtraron en la significacion de las diferencias usando ensayo de ANOVA basado en
permutaciones de grupos mudltiples (aproximacién de Welch) con p < 0,01 (10.000 permutaciones aleatorias) y
correccion de ensayos multiples (correccion hacia abajo de Westfall-Young con maxT). Para comparar los patrones
de expresion de genes expresados de forma diferencial, los datos filirados se analizaron usando formaciéon de
grupos jerarquicos de muestras y formacion de grupos jerarquicos de genes basandose en la unién media y a la
distancia Euclidiana.

El andlisis de grupos adicionales de datos filtrados se realizé usando un mapa de terreno de expresion (Kim, et al.
(2001), Science, 293: 2087-92). Los mapas de terreno proporcionan una vision tridimensional de los principales
grupos inherentes en los datos. Primero se formaron mapas de las muestras en una rejilla bidimensional en la que la
colocacion de cada elemento esta influenciada por un ndmero de los vecinos mas cercanos basandose en la
distancia Euclidiana que se calcul6 usando datos de expresion de precursores de miARN. La tercera dimension se
determina mediante la densidad puntos sobre la rejilla bidimensional y su valor se proyecta como una superficie; los
picos mas altos indican nameros mayores de elementos muy similares. También se calcul6 la correlacién media
entre cada par de muestras. Cada par de muestras con una correlacion media por encima del umbral (0,8) se indica
en el mapa de terreno de expresion con una linea que conecta las dos muestras. Esto permite visualizar
subconjuntos de muestras con un patrén muy correlacionado de expresiéon de miARN. Los picos que representan
muestras a partir de un grupo en particular se marcan con esferas codificadas con colores en la parte superior de
cada pico.

Un algoritmo de aprendizaje automatico supervisado se aplicd para la clasificacion de muestras basandose en los
datos de expresion de miARN sin filtrar. Se calcularon las puntuaciones predictivas para cada miARN basandose en
una comparacion de clase 2 (normal frente a tumor) de datos de expresion usando el analisis de prediccién de
algoritmo de micromatrices (PAM) (Tibshirani R, et al. (2002), Proc Natl Acad Sci USA 99: 6567-72) basandose en
procedimientos de entrenamiento, validacién cruzada dejando un valor fuera y de ensayo. La divisién de las
muestras en conjuntos de entrenamiento y ensayo se realiza usando el enfoque aceptado cominmente de datos de
division de forma aleatoria en conjuntos de entrenamiento y ensayo (normalmente 2/3 para el entrenamiento, 1/3
para el ensayo). Para este estudio, muestras tumorales se dividieron de forma aleatoria en ~75 % para el
entrenamiento y un 25 % para el ensayo. Dado que el nUmero de casos normales era pequefnio (N = 6), los casos
normales se incluyeron solamente en el conjunto de entrenamiento. El nUmero pequefo de muestras de pancreatitis
cronica (N = 4) no se incluyeron en el analisis de PAM. Mientras tanto, se realizaron dos niveles de control de
calidad para eliminar tejido benigno adyacente que contuviera cualquier célula tumoral, el ARN se extrajo a partir de
tejido entero en lugar de tejido microdiseccionado. Por lo tanto, no pudimos descartar completamente la posibilidad
de que alguna célula tumoral contaminara al tejido benigno adyacente, ni tampoco sabemos si han ocurrido cambios
premalignos en estas muestras benignas que se obtienen a partir de tejido adyacente a tumor. Por lo tanto, las
muestras benignas se excluyeron del conjunto de entrenamiento para entrenar al clasificador en casos verdaderos
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normales y tumorales. Los casos benignos se usaron en el conjunto de ensayo.
RESULTADOS

Validacion de genes de control interno: El tejido pancreatico es rico en ribonucleasas y se debe tener cuidado
durante el aislamiento del ARN para reducir la posibilidad de autolisis. Para validar la integridad del ARN aislado a
partir de tejido pancreatico, ~100 ng de cada muestra de ARN se sometié a ensayo usando el Bioanalizador Agilent
2100. Cincuenta y dos tejidos tenian un RIN = 4 (media 7,6, intervalo 4,3-9,6, Fig. 3).

La expresion del precursor de miARN en cada una de las muestras se determiné usando PCR en tiempo real y se
normalizé a un gen de control interno. Dado que se afadieron cantidades equivalentes de ARN total a cada reaccion
RT, 18S rARN se validé como el control interno por comparacién de la expresién media entre las diversas muestras
(es decir tumoral, normal y benigna). No habia diferencia estadisticamente significativa en la expresién media de
18S rARN entre las muestras de tumor o el pancreas normal (p = 0,116, Fig. 5). La expresion del 18S rARN en el
tejido tumoral y normal determinada aqui estd de acuerdo con las que se han indicado anteriormente en tejido
pancreatico (Rubie C, et al., (2005) Mol Cell Probes 19: 101-9). Dado que no habia diferencia significativa en la
expresion del 18S rARN entre los grupos tumoral, normal y benigno, 18S rARN se seleccion6 como el gen de control
interno en el estudio.

Formacion de perfiles de precursores de miARN en tejidos pancreaticos: La expresion de 201 precursores de
miARN, que representan a los 222 miARN descubiertos a partir de abril de 2005 se perfilé en 28 tumores, 15 tejidos
benignos adyacentes, cuatro muestras de ensayo de pancreatitis cronica, seis tejidos de pancreas normal y nueve
lineas celulares de cancer de pancreas. Se realizé formacién de grupos jerarquicos sin supervisar de muestras en
todo el conjunto de datos sin filtrar para las lineas celulares de tumor, pancreas normal, pancreatitis y cancer de
pancreas. El mapa de calor demuestra que los datos de expresion sin filtrar de solamente 201 precursores de
miARN clasifica las muestras de forma suficiente en grupos de pancreas normal, tumoral, pancreatitis crénica y
lineas celulares (Fig. 6).

La expresion de miARN de 15 tejidos benignos adyacentes a partir de los pacientes con cancer de pancreas idéntico
se incluyd junto con los pancreas normales, pancreatitis, tumores de pancreas y lineas celulares de cancer. Los
datos de expresion de precursores de miARN se filtraron usando ANOVA de grupos mudltiples. El filtrar estadistico de
datos se considera convenientemente que es una etapa necesaria del procesamiento previo de datos de porque los
datos expresion genética. El agrupamiento jerarquico de muestras y genes se realizé en dos 112 miARN resultantes.
El agrupamiento jerarquico de datos filtrados nos permitié identificar grupos principales de miARN que tienen
diferentes patrones de expresién en los cuatro grupos de muestras resultantes (Fig. 7). Un grupo contenia solamente
lineas celulares. Otro grupo contenia todos los 6 pancreas normales y 9 de 15 tejidos benignos. Un tercer grupo
contenia las 4 muestras de ensayo de pancreatitis crénica y 1 de tejido benigno. Finalmente, un grupo grande
contenia 28 de 28 tumores y 5 tejidos benignos (Fig. 7).

Los datos filtrados también se analizaron usando una técnica diferente de formacién de grupos conocida como
mapas de terreno de expresién. El mapa de terreno separ6 los datos de expresion en 5 grupos de muestras
principales (Fig. 8). Del mismo modo que la formacién de grupos jerarquicos, el mapa de terrenos para grupos de
muestras a partir del pancreas normal, las lineas celulares, adenocarcinomas de pancreas y pancreatitis crénica.
Este andlisis mostr6 que cada uno de los grupos de muestras ocupa distintas regiones en el mapa de terreno de
expresion proporcionando de este modo evidencias adicionales de que cada uno de los 4 grupos de muestras tiene
distintos patrones de expresion de miARN y sugiere la posibilidad de encontrar subconjuntos de microARN que
discriminen muestras normales y tumorales. La mayor parte del tejido benigno adyacente se agrup6 entre el normal
y tumoral, mientras que las muestras benignas que se agruparon con el tumor también se agruparon con el tumor en
el mapa de terreno (Fig. 8). Como una caracteristica adicional del mapa de terreno, las correlaciones promedio de
todos los valores de expresién de miARN se calcularon entre cada par de muestras. Las correlaciones por encima
del umbral de 0,8 se muestran como lineas que conectan pares de muestras con patrones similares de expresion de
miARN. Esto permite visualizar subconjuntos de muestras con un patrén altamente correlacionado de expresion de
miARN. Las muestras dentro de cada uno de los 4 grupos principales estan conectadas (es decir, correlacion
promedio > 0,8) pero no lo estaban entre las conexiones de grupos, excepto para dos muestras de pancreatitis que
se correlacionaron con algunas de las muestras de tumor (Fig. 8).

La comparacion de perfil de expresion genética entre diferentes tejidos de pancreas sea usado para eliminar las
contribuciones de estroma y proliferacion celular (por ejemplo, linea celular) e identificar genes expresados en
tumores de pancreas. Un intento para realizar dicho analisis en los datos de expresion de miARN en la Figura 7 no
fue satisfactorio debido a la expresion uniformemente elevada en las lineas celulares de cancer y la expresion
uniformemente baja en las muestras de pancreatitis. Sin embargo, se identific6 un nimero de posibles miARN
relacionados tumores que estaban aumentados en las lineas celulares y/o tumores pero no en el normal o
pancreatitis (Fig.7).

Analisis de datos mediante Analisis de Prediccion de algoritmo de Micromatrices (PAM): El algoritmo de clasificacién

PAM se usé para determinar si los datos de expresién de miARN podian predecir con qué clase se ajustan las
muestras (tumoral o normal) y para determinar los miARN expresados de forma diferencial, mas importantes
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relacionados con el adenocarcinoma de pancreas. Los datos sin filtrar en 201 pre-miARN se analizaron con el
algoritmo PAM de acuerdo con el método que se describe en Tibshirani R, et al. (2002), Proc Natl Acad Sci USA 99,
6567-72. Los tres genes con mas de un 75 % de datos que faltan se eliminaron del andlisis para evitar posibles
artefactos que el algoritmo de imputacion. Se realizaron entrenamiento y validacién cruzada con PAM usando los 6
pancreas normales y 18 tumores de pancreas. PAM ha clasificado correctamente un 100 % de las muestras
normales y tumorales (Fig. 9A). El ensayo con PAM se realiz6 en 10 muestras de tumor y 15 muestras benignas
adyacentes. PAM ha clasificado correctamente un 100 % de las muestras tumorales sometidas a ensayo y 11 de 15
de las muestras benignas sometidas a ensayo (Fig. 9B). Los 68 miARN mejor clasificados expresados
diferencialmente en adenocarcinoma de pancreas tal como se seleccionan con PAM se enumeran en la Figura 10.
Los 20 miARN mejor clasificados expresados diferencialmente en adenocarcinoma de pancreas tal como se
seleccionan con PAM se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1 - 20 precursores principales de miARN expresados de forma anémala en
adenocarcinoma de pancreas

Clasificacion Nombre valor p (ensayo de {) | Tasa de cambio Ubicacion del cromosoma

1 miR-221 5,66E-05 26,2 Xp11.3

2 miR-424 3,62E-08 56,3 Xqg26.2

3 miR-301 1,11E-05 34,2 17923.2

4 miR-100 4,40E-06 36,9 11g24.1

5 miR-376a 7,00E-04 7,79 14932.31

6 miR-125b-1 1,00E-04 23,2 11g24.1

7 miR-021 2,00E-04 15,7 17923.2

8 miR-345 1,44E-15 -14,5 14g32.2

9 miR-016-1 3,73E-04 14,3 13gq14.2

10 miR-181a,c 8,31E-04 18,6 9033.3, 19p13.13

11 miR-092-1 3,40E-03 19,6 13g31.3

12 miR-015b 4,00E-04 8,55 3025.33

13 miR-142-P 3,63E-07 -15,4 17923.2

14 miR-155 1,51E-03 14,0 21921

15 let-7f-1 4,00E-04 10,9 9922.32

16 miR-212 2,00E-04 22,2 17p13.3

17 miR-107 3,86E-05 8,20 10023.31

18 miR-024-1,2 |9,12E-08 8,17 9022.32, 19p13

19 let-7d 7,06E-04 8,38 9022.32

20 miR-139 6,79E-11 -7,91 11913.4
DISCUSION

Aqui se presentan los resultados del primer estudio detallado de formacién de perfiles de expresion de miARN en
adenocarcinoma ductal pancredtico. La formacion de perfiles de expresion identificé un gran nimero de miARN que
se expresan de forma andémala en el adenocarcinoma ductal pancreatico.

Se cree que los miARN funcionan principalmente como reguladores negativos de la expresion genética que sigue a
la unién consecuencias conservadas dentro de la regién sin traducir en la posicion 3’ de los mARN diana. Mientras
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que las funciones bioldgicas del miARN estan bajo intensa investigacion, se cree que definen y mantienen el destino
celular de una manera similar a los factores de transcripcion mediante la regulacién de la eleccién del momento
oportuno y diferenciacion del desarrollo. Dado que las alteraciones en las vias de desarrollo desempefian un papel
critico en el desarrollo del cancer de pancreas, alteraciones en la expresion de miARN pueden ser contribuyente
importante en el desarrollo de adenocarcinoma de pancreas.

La formacién de perfiles de expresion de miARN identificd correctamente 28 de 28 tejidos como tumorales (Fig. 9).
Todos los 6 pancreas normales se pronosticaron correctamente y 11 de 15 tejidos vecinos adyacentes se
clasificaron como tejido normal (Fig. 9). Los datos presentados aqui muestran que la formaciéon de perfiles de
expresion de miARN puede generar una firma molecular Gnica para un cancer dado.

Los tres factores que probablemente dirigen las diferencias en la expresién genética entre tejido tumoral y normal
son los acinos normales, estroma y células tumorales. Nosotros confirmamos por PCR in situ en RT que 3 de los
miARN principales expresados diferencialmente que se identificaron en la identificacién sistematica se localizan en
las células tumorales (Fig. 11). Algunos de los tejidos benignos no se pudieron agrupar con el pancreas normal (Fig.
7). A pesar de que se usaron 2 niveles de control de calidad para reducir la posibilidad de contaminaciéon de células
tumorales, es posible que algunas células tumorales estuvieran presentes en el tejido benigno ya que el ARN se
aislo a partir de tejido entero y no tejido microdiseccionado. Otra posibilidad es que ya se han producido cambios de
premalignos en algunos de los tejidos benignos ya que esas muestras se obtienen a partir de tejido adyacente al
tumor. Apoyando este concepto se encuentra el hecho de que la mayoria de las muestras benignas (y también
pancreatitis crénica) se encuentran entre el pancreas normal tumoral en el mapa del terreno de expresion (Fig. 8).
Esta observacion muestra que la formacion de perfiles de expresion de miARN puede detectar alteraciones
premalignas que se han producido en estos tejidos benignos.

Algunos de los miARN expresados diferencialmente del cancer de pancreas estaban expresados de forma anémala
en otros canceres. Estos incluyen miR-155, que estaba aumentado en el presente estudio en linfoma de linfocitos B
grandes difusos; miR-21 estaba aumentado aqui y en glioblastomas, cancer de mama y cancer de tiroides papilar;
miR-221 estaba aumentado en cancer de pancreas, en glioblastoma y en cancer de tiroides. miR-221 esté localizado
a ~700 bp de miR-222 en el cromosoma X; se predice que tanto miR-221 como miR-222 se unen a y regulan el kit.
El precursor de miR-222 no estaba entre los 20 miARN vy tales expresados diferencialmente, sin embargo, el andlisis
posterior de miR-222 maduro por PCR mostré6 que miR-222 estaba aumentado en el cancer de pancreas a niveles
que eran similares a los de miR-221 (no se muestran los datos). Por lo tanto, la desregulacion de los miARN que se
ha mencionado anteriormente puede ser Unica para el cancer en general. Los miARN expresados diferencialmente
en otros canceres no estaban desregulados hasta el mismo grado que en el cancer de pancreas. La familia let-7,
disminuida en el cancer de pulmén, aqui estaba aumentada. La expresion del policistron miR-17-92 (que codifica a
miR-17, -18, -19a, -19b-1 y -92-1) estaba aumentado en linfoma y en cancer colorrectal pero no estara
significativamente alterada en el cancer de pancreas. Nosotros presentamos la desregulacién de un numero de
miARN en cancer de pancreas tal como miR-376a, miR-212, miR-301 y miR-181a que no se han presentado en
ningun otro cancer en nuestro conocimiento. También es de interés el hecho de que la mayoria de los miARN
desregulados presentados aqui muestran expresion aumentada en los tumores en comparacion con el pancreas
normal. Unos pocos miARN presentaban expresién reducida en cancer de pancreas, incluyendo miR-375 y miR-139
(Tabla 1, Figuras 12-13). miR-375 se cloné a partir del pancreas y se cree que es especifico de células de islotes
(Poy MN, et al. (2004) Nature, 432: 226-30).

EJEMPLO 2
Transferencia de Northern de expresion de miARN maduro en tejido de cancer de pancreas

El ensayo de en tiempo real usado en el EJEMPLO 1 cuantifica los precursores de miARN y no al miARN maduro,
activo. Se realizd transferencia de Northern en el ARN idéntico usado en el analisis de PCR en tiempo real para
validar el miARN maduro se correlacionaba con el miARN precursor.

Los niveles de expresion de miR-100, mir-375 y miR-155 maduros a partir de tres pancreas normales y 4 pares de
tejido tumoral/benigno adyacente igualaron los niveles de precursores de mi A RN por PCR (Fig. 12). miR-100 y
miR-155 estaban entre los 20 miARN principales expresados diferencialmente (Tabla 1). miR-375 se validé mediante
transferencia de Northern ya que fue uno de los pocos miARN con expresion disminuida en el cancer de pancreas. A
pesar de que miR-375 no estaba entre los 20 miARN principales (Tabla 1), la expresion de miR-375 tanto precursor
como maduro estaba significativamente disminuida en el cancer de pancreas mediante PCR en tiempo real (p < 1 x
10'5). La expresién de miARN en el tejido benigno y tumoral emparejados estaba en consecuencia aumentada o
disminuida en todos los casos, demostrando que las diferencias en la expresion de miARN entre tumor y benigno se
deben a diferencias en tejidos del paciente individual y no se deben a diferencias en la expresion media del grupo.

Transferencia de Northern. La transferencia de Northern se realizé tal como se ha descrito anteriormente en Lau NC,
et al. (2001), Science 294: 858-62 y Schmittgen TD, et al. (2004), Nucleic Acids Res 32: E43. Oligonucleétidos de
ADN del complemento inverso del miARN maduro se usaron como sondas. Las transferencias se separaron
satisfactoriamente y se volvieron a investigar hasta tres veces.
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EJEMPLO 3
PCR en tiempo real de miARN maduro en tejido de cancer de pancreas

Los datos de PCR en tiempo real que se han descrito en el EJEMPLO 1 se validaron usando un ensayo de PCR en
tiempo real disponible en el mercado para amplificar y cuantificar el miARN maduro. La expresion del miARN maduro
se valido para los 28 miARN principales expresados de forma andmala a partir de PAM. cADN a partir de los
siguientes tejidos se sometidé a ensayo: 6 pancreas normales, 16 adenocarcinomas de pancreas y 10 tejidos
adyacentes benignos que se pronosticaron como normales a partir de PAM.

La expresion de miARN maduro estaba muy correlacionada con el precursor de miARN (Figuras 13 y 14). Para
nuestro conocimiento, ésta es la presentacion inicial de la expresion de miARN tanto precursor como maduro
determinada mediante ensayos sensibles de PCR en tiempo real. Es de interés que a pesar de que los valores de
expresion relativa para estos miARN maduros abarcaba 3-logs (de 0,1 a 100), la tendencia en la expresion
diferencial entre los tejidos tumoral y normal se mantuvo (Fig. 14). Esto sugiere que la funcion de los miARN en
pancreas tumoral y normal a diferentes niveles de expresién, incluso la expresion diferencial se mantiene entre el
tejido canceroso y normal.

PCR en tiempo real de miARN maduro. Se realizaron ensayos para cuantificar el miARN maduro (es decir, Ensayos
de microARN con TagMan®, Applied Biosystems Foster City, CA) tal como se describe en Chen, C., et al. (2005),
Nucleic Acids Res 33: e179, con una modificacion. Un céctel de 5X que contiene 28 cebadores RT en bucle
antisentido diferentes se preparé por concentracion de las soluciones de reserva 2X en un Speed Vac. Cien
nanogramos de ARN total se calentaron durante 5 minutos a 80 °C y a continuaciéon se incubé durante 5 minutos a
60 °C con 10 uM del cebador antisentido 18S rARN seguido de enfriamiento a temperatura ambiente. A continuacion
se afadieron tres microlitros de la mezcla 5X de cebador en bucle y se prepar6 el cADN. Esto permitié la creacion de
una biblioteca de 28 cADN de miARN mas el control interno de 18S rARN. Se realizé PCR en tiempo real (reaccion
total de 10 pl) tal como se ha descrito usando 1 ul de una dilucion a 1:50 de cADN. Se realizaron PCR o duplicados
para cada gen de miARN maduro en cada muestra de cADN. La Ct media se determind a partir de las PCR por
duplicado. La expresion genética se calculé con respecto a 18S rARN tal como se ha descrito anteriormente y se
multiplico por 10° para simplificar la presentacion de datos.

EJEMPLO 4
PCR in situ en RT de precursores de miARN en células de tumor pancreatico

La expresion de miARN de tipo celular se estudié usando PCR in situ en RT. Se seleccionaron miR-221, miR-376a y
miR-301 para la PCR in situ dado que estaban entre los miARN principales expresados diferencialmente (Tabla 1) y
tenian expresion aumentada en el tumor y lineas celulares en comparacién con el pancreas normal y pancreatitis
(Fig. 7). Nosotros estabamos particularmente interesados en la expresion de tipo celular de miR-376a dado que
estaba clonado a partir de células de pancreas en Poy M. N., et al. (2004), Nature 432, 226-30. De sus resultados
mostraron que miR-221 y miR-376a estaban localizados en las células tumorales y no en los acinos pancredticos
benignos o en las células del estroma (Fig. 11) ni en los conductos benignos (no se muestran). miR-301 también
estaba localizado en el tumor (no se muestran los datos).

PCR in situ en RT. El protocolo de PCR in situ en RT se realiz6 tal como se ha descrito anteriormente en Nuovo GJ,
et al. (1999), Proc Natl Acad Sci USA 96, 12754-9. En resumen, el tiempo 6ptimo de digestiéon con proteasas se
determiné usando incorporacién no especifica de nucleétido indicador digoxigenina dUTP. La digestién 6ptima con
proteasas fue seguida de incubacion durante una noche en DNasa sin RNasa (10 U por muestra, Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN) y RT/PCR en una etapa usando el sistema r7h y digoxigenina dUTP. El cromégeno es
nitroazul de tetrazolio y fosfato de bromocloroindolilo (NBT/BCIP) usando rojo rapido nuclear como el colorante de
contraste. Las secuencias de los cebadores para los precursores de miR-221, miR-301 y miR-376a fueron las
mismas que las usadas para la formaciéon de perfiles en el EJEMPLO 1. Los controles negativos incluyeron la
omision de los cebadores y la sustitucién con cebadores y relevantes (especificos del virus del papiloma humano),
ya que este virus no infecta el tejido pancreatico. Se realizé PCR in situ en RT en la muestra embebida en parafina
fijada con formalina, archivada 1050005A2(T) (Fig. 3).

EJEMPLO 5

Identificacion de miARN especificos de pancreas y enriquecidos

Para identificar los miARN que son especificos al tejido pancreatico normal o que estan enriquecidos en tejido
pancreético normal, se describi6 la expresién de 184 miARN maduros usando PCR en tiempo real en 22 tejidos
humanos normales. Estos tejidos incluyan adiposo, vejiga, cerebro, cuello del Utero, colon, eséfago, corazon, rifién,

higado, pulmoén, musculo esquelético, ovarios, pancreas, placenta, préstata, bazo, intestino delgado, traquea, timo,
tiroides, testiculos y linfocitos B normales. Los miARN especificos del pancreas se definieron como los miARN con
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alta expresion en el pancreas y expresion de escasa a indetectable en los otros 21 tejidos normales. Los miARN
enriquecidos en pancreas se definieron como los miARN con expresion de 10 veces o superior en el tejido
pancreatico en comparacion con la media de los otros 21 tejidos. Los miARN enriquecidos en pancreas pueden estar
presentes en algunos de los otros tejidos. Los miARN especificos del pancreas incluyen miR-216 y miR-217. Los
miARN enriquecidos en pancreas incluyen miR-7, miR-148a y miR-375.

Tabla 2. miARN especificos de pancreas y enriquecidos en pancreas

miARN especifico de | Expresion, pancreas Expresion media, Tasa de Otros tejidos con
pancreas tejidos restantes Cambio expresion significativa
miR-216 3,60 E-07 0 ND Ninguno

miR-217 6,64 E-08 6,67 E-10 99,5 Ninguno

miARN enriquecidos
en pancreas

miR-7 3,06 E-06 2,69 E-07 11,3 Cerebro, tiroides,
miR-148a 3,61 E-05 2,15 E-06 16,7
miR-375 0,0001588 2,92 E-06 54,3

EJEMPLO 6

Descripcion de miARN maduro en tejidos de pancreas

Para identificar los miARN que se expresan diferencialmente en cancer de pancreas, se formaron perfiles de
expresion de 184 miARN maduros usando PCR en tiempo real en 9 tumores de cancer de pancreas y en pancreas a
partir de 6 donantes con enfermedad pancreatica. Se form¢é perfil de miARN maduro usando un ensayo de PCR en
tiempo real disponible en el mercado (Ensayos de microARN con TagMan®, Applied Biosystems Foster City, CA). El
ensayo se realiz6 tal como se ha descrito en el Ejemplo 3. Los datos de PCR en tiempo real se presentaron como un
mapa de calor y se analizaron usando formacion de grupos jerarquicos sin supervisar (Figura 15). Algunos miARN
presentaran expresion indetectable en todas las 15 muestras, estos miARN no se incluyeron el mapa de calor. Un
gran namero de miARN maduro presenta la expresion aumentada en los tumores de pancreas en comparacion con
el pancreas normal. El mapa de calor también demuestra que el perfil de expresion de miARN maduro era capaz de
distinguir los tumores de pancreas a partir del normal dado que ambos aparecen como ramas separadas del
dendrograma. La tasa de cambio en la expresién del miARN maduro en el tumoral en comparacion con el normal y
el valor de p se muestran en la Figura 16.

EJEMPLO 7
La expresion de miR-21 aumenta en células cancerosas de pancreas

Se usaron varios enfoques para demostrar que la expresion de miR-21 maduro estaba localizada en células de
adenocarcinoma de pancreas y no en acinos, estroma u otras células no cancerosas del pancreas. (Fig. 17) Se
aplico RT-PCR in situ a una seccién de pancreas normal (A) y cancer de pancreas (B) y se demostrd que la
expresion aumentada de miR-21 esta localizada en el tumor. Se aislaron adenocarcinoma ductal pancreatico y
conductos pancreaticos normales (no cancerosos) a partir de varias muestras de ensayo usando microdiseccion con
laser. Se aisl6 ARN a partir del tejido microdiseccionado y el miR-21 maduro asi como el control interno de 18S
rARN se cuantificé por PCR en tiempo real. EI miR-21 maduro estaba basicamente incrementado en el tejido tumoral
microdiseccionado en comparacion con conductos de pancreas normal (C). El miR-21 maduro se sometié a ensayo
en 9 muestras de ensayo de tumores de pancreas y en 6 muestras de ensayo de pancreas normal usando el ensayo
de PCR en tiempo real disponible en el mercado para miARN maduro tal como se ha descrito anteriormente. La
expresion de miR-21 maduro estaba aumentada en los tumores (D). La expresién de miR-21 maduro se cuantificé
por PCR en tiempo real en dos lineas celulares epiteliales de pancreas normal y en 7 lineas celulares de cancer de
pancreas humano incluyendo tres que se derivaron de cancer metastasico y cuatro que se derivaron de cancer de
pancreas primario. La expresion de miR-21 maduro estaba aumentada en todas las siete lineas celulares de cancer
de pancreas en comparacion con las lineas celulares de pancreas normal (E).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar si un sujeto padece, o esta en riesgo de desarrollar, adenocarcinoma ductal
pancreatico, que comprende medir el nivel de un producto génico de miR que es una forma precursora o madura de
MIR-021 (SEC ID N¢: 32) en una muestra biol6gica procedente del pancreas del sujeto, en el que un aumento en el
nivel del producto génico de miR en la muestra biolégica en comparacién con el nivel de un producto génico de miR
correspondiente en una muestra de control de tejido pancreatico normal es indicativo de que el sujeto padece, o esta
en riesgo de desarrollar, adenocarcinoma ductal pancreatico.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende medir el nivel de una combinacién de productos génicos de miR
seleccionados entre formas precursoras o maduras del grupo de miR que se enumeran en la Fig. 16 en una muestra
biolégica procedente del pancreas del sujeto, en el que una disminucién en el nivel de producto génico de miR en la
muestra bioldgica en comparacién con el nivel de un producto génico de miR correspondiente en una muestra de
control de tejido pancreatico normal es indicativa de que el sujeto padece, o estd en riesgo de desarrollar,
adenocarcinoma ductal pancreatico en el caso de miR-148a, miR-216*, miR-217, miR-375 y miR-377; y en el que un
aumento en el nivel de producto génico de miR en la muestra biolégica en comparacion con el nivel de un producto
génico de miR correspondiente en una muestra de control de tejido pancreatico normal es indicativo de que el sujeto
padece, o esta en riesgo de desarrollar, adenocarcinoma ductal pancreatico en el caso de let-7c, let-7d, let-7e, let-7f,
let-7 g, let-7i, miR-009*, miR-010a, miR-010b, miR-015a, miR-016, miR-017-3p, miR-017-5p, miR-018, miR-020,
miR-022, miR-023a, miR-023b, miR-024, miR-026a, miR-027a, miR-027b, miR-028, miR-029b, miR-030e-3p, miR-
031, miR-034a, miR-034b, miR-034c, miR-093, miR-098, miR-099a, miR-099b, miR-100, miR-101, miR-103, miR-
106b, miR-125a, miR-125b, miR-126, miR-126*, miR-127, miR-130a, miR-132, miR-135b, miR-140, miR-142-3p,
miR-142-5p, miR-143, miR-145, miR-146, miR-146b, miR-148b, miR-149, miR-150, miR-152, miR-155, miR-181a,
miR-181b, miR-181c, miR-181d, miR-183, miR-186, miR-189, miR-190, miR-191, miR-192, miR-193, miR-194, miR-
195, miR-196a, miR-199a*, miR-199b, miR-200a, miR-200b, miR-203, miR-210, miR-212, miR-213, miR-214, miR-
218, miR-221, miR-222, miR-223, miR-296, miR-301, miR-324-3p, miR-324-5p, miR-330, miR-331, miR-338, miR-
339, miR-340, miR-342, miR-345, miR-346, miR-361, miR-370, miR-372, miR-374, miR-376a, miR-378, miR-379,
miR-382, miR-422b, miR-423 y miR-425, y en el que la combinacion incluye una forma precursora o madura de MIR-
021.

3. El método de la reivindicacion 1, que comprende medir los niveles de una combinacién de productos génicos de
miR seleccionados entre formas precursoras o maduras del grupo de secuencias de miR que consisten en MIR-021
(SEC ID N@: 32), MIR-221 (SEC ID N¢: 172), MIR-301 (SEC ID N2: 178), MIR-212 (SEC ID N2 161), MIR-100 (SEC
ID N2: 69), let-7i SEC ID N°: 11), MIR-222-P (SEC ID N2 173), MIR-155 (SEC ID N2 124), MIR-023a (SEC ID N¢:
34), MIR-181a (SEC ID N2: 125), MIR-376 (SEC ID N2 210), let-7a-2-P (SEC ID N¢: 2), let-7b (SEC ID N2 4), let-7c
(SEC ID N¢: 5), let-7d (SEC ID N2 6), let-7f-1 (SEC ID N%: 8), MIR-001-2 (SEC ID N¢: 13), MIR-007-1 (SEC ID N2
14), MIR- 015a (SEC ID N2 22), MIR-015b (SEC ID N¢: 23), MIR-016-1 (SEC ID N¢: 24), MIR-019b-1-P (SEC ID N2
29), MIR-024-1,2 (SEC ID N@: 36, 37), MIR-027a, b (SEC ID N: 42, 43), MIR-029a,c (SEC ID N®: 45, 46), MIR-030d
(SEC ID N¢: 53), MIR-032 (SEC ID N¢: 56), MIR-092-1 (SEC ID N2: 61), MIR-098 (SEC ID N¢: 66), MIR-099a (SEC ID
N 67), MIR-107 (SEC ID N2 78), MIR-125b-1 (SEC ID N2 85), MIR-126 (SEC ID N 87), MIR-128a (SEC ID N¢:
89), MIR-132 (SEC ID N2: 94), MIR-136 (SEC ID N¢: 102), MIR-145-P (SEC ID N2 112), MIR-152 (SEC ID N¢: 120),
MIR-181c (SEC ID N2: 126), MIR-196a-2 (SEC ID N%: 144), MIR-213 (SEC ID N2 162), MIR- 215 (SEC ID N¢: 164),
MIR-218-1,2 (SEC ID N2: 167, 168), MIR-328 (SEC ID N¢: 189), MIR-331-P (SEC ID N2: 191), MIR-345 (SEC ID N¢:
198), MIR-367 (SEC ID N2 201) y MIR-424 (SEC ID N2 221), en el que un aumento en el nivel del producto génico
de miR en la muestra biolégica en comparacién con el nivel de un producto génico de miR correspondiente en una
muestra de control de tejido pancreatico normal es indicativo de que el sujeto padece, o esta en riesgo de
desarrollar, adenocarcinoma de pancreas,

y en el que la combinacion incluye una forma precursora o0 madura de MIR-021.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que el grupo de secuencias de miR consiste en let-7b, let-7c, let-7d, let-71-
1, let-7i, MIR-007-1, MIR-015a, MIR-015b, MIR016-1, MIR-021, MIR-023a, MIR-024-1,2, MIR-027a,b, MIR-030d,
MIR-098, MIR-099a, MIR-100, MIR-125b-1, MIR-126, MIR-132, MIR-142-P, MIR-145-P, MIR-152, MIR-155, MIR-
181a,c, MIR-196a-2, MIR-212, MIR-213, MIR-218-1,2, MIR-221, MIR-222-P, MIR301, MIR-331-P, MIR-345 y MIR-
376,

y en el que la combinacion incluye una forma precursora o0 madura de MIR-021.

5. El método de la reivindicacion 3, en el que el grupo de secuencias de miR consiste en let-7b; let-7d; let-7f-1; let-7i,
MIR-015a; MIR-015b; MIR-016-1; MIR-021; MIR-023a, MIR-024, MIR-100; MIR-125b; MIR-132, MIR-155, MIR-181a,
MIR-181c; MIR-196a-2, MIR-212; MIR-221; MIR-301 y MIR-3764a,

y en el que la combinacion incluye una forma precursora o madura de MIR-021.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente medir el nivel de al menos un producto génico de
miR adicional en una muestra biolégica procedente del pancreas del sujeto, en el que un aumento en el nivel del
producto génico de miR en la muestra biolégica en comparacion con el nivel de un producto génico de miR
correspondiente en una muestra de control de tejido pancreatico normal es indicativo de que el sujeto padece, o esta
en riesgo de desarrollar, adenocarcinoma ductal pancreatico; y en el que el al menos un producto génico de miR
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adicional se selecciona entre el grupo que consiste en: let-7a-2-P, let-7b, let-7c, let-7d, let-7f-1, let-7i, MIR-015b,
MIR-019b-1-P, MIR-098, MIR-128a, MIR-135b, MIR-136, MIR-152, MIR-155, MIR-181a, MIR-196a-2, MIR-212, MIR-
215, MIR-218-1, MIR-218-2, MIR-301, MIR-328, MIR-331-P, MIR-424 o cualquier combinacién de los mismos.

7. El método de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente medir el nivel de al menos un producto génico de
miR adicional en una muestra biolégica procedente del pancreas del sujeto, en el que un aumento en el nivel del
producto génico de miR en la muestra biolégica en comparacion con el nivel de un producto génico de miR
correspondiente en una muestra de control de tejido pancreatico normal es indicativo de que el sujeto padece, o esta
en riesgo de desarrollar, adenocarcinoma ductal pancreatico; y en el que el al menos un producto génico de miR
adicional es MIR-155.

8. El método de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente medir el nivel de al menos un producto génico de
miR adicional en una muestra bioldgica procedente del pancreas del sujeto, en el que una disminucioén en el nivel de
producto génico de miR en la muestra biolégica en comparaciéon con el nivel de un producto génico de miR
correspondiente en una muestra de control de tejido pancreatico normal es indicativa de que el sujeto padece, o esta
en riesgo de desarrollar, adenocarcinoma ductal pancreatico; y en el que el al menos un producto génico de miR
adicional se selecciona entre el grupo que consiste en: MIR-139 (SEC ID N°: 106), MIR-337 (SEC ID N2 193), MIR-
133b (SEC ID N2: 97), MIR-096-P (SEC ID N¢: 65), MIR-371 (SEC ID N2: 205), MIR-383 (SEC ID N¢: 217), MIR-092-
2-P (SEC ID N2: 62), MIR-204 (SEC ID N¢: 155), MIR-299-P (SEC ID N¢: 177), MIR-375 (SEC ID N2: 209), MIR-188b-
P (SEC ID N2: 135), y MIR-129-2 (SEC ID N°: 91) o cualquier combinacién de los mismos.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que el al menos un producto génico de miR adicional es MIR-096-P.
10. El método de la reivindicacién 8, en el que el al menos un producto génico de miR adicional es MIR-375.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que al menos un producto génico de miR cuyo
nivel se mide es miARN maduro.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que la muestra biolégica comprende tejido
pancreatico, tumor pancreatico, células pancreaticas o jugo pancreatico.
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FIG. 1
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FIG. 2

SECUENCIAS DE PRODUCTO GENETICO DE MIR HUMANO

Mombre Secuencia Precursora (53 2') SEC IDH°
Una secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
representa un mibRM madura
hga-let-Ta--pree TGOOATGAGGTAGTAGGT TG TATAGTITTAGGLU TLALACCCACCACTGOGAGATA :

ACTATACAATCTACTGTCTTTOCTA

hsa-let-Ta-2-prec TAGGTIGAGGTAGTAGGTTGTATAGTTTAGAATTACATCAAGGGAGATAACTGTAC 2
AGRCTOCTAGETTTOCT

hsa-let- Ta-3-prec GGOIGAGUTAGTAGGTTGTATAGITTGGUGCTCTGCCC TGO TATGGGATAACTAT 3
ACAATCTACTGTCTTTCCT

hsa-les-Th-prec COGOGTOAGGTAGTAGGT TGTGIGG T ICAGGGUAGTOATGTTGCCCCTOGGAAG 4
ATAACTATACAACCTACTGCCTTCCCTG

hsa-let-To-pres GCATLLOGG TTOAGUTAGTAGLG T TG TATGOT I TAGAGT TACACLCTGUGAGT TAA s
CTOTACAACCTTCTAGCTTTCCTTGGAGT

hsa-let-Td-prec CCTAGGAAGAGGTAGTAGGTTGCATAGTTTTAGGGCAGGGATTTIGLCCACAAGG &
AGGTAACTATADGACCTOCTGCCTTTOTTAGS

hsa-lel-Te-prec COCOGOCTGAGCTAGGAGGTTGTATAGTTOAGGAGGACACCCAAGGAGATCACT 7
ATACGGCCTCCTAGCTTTCCLCAGS

hza-le1-71-1-prec TCAGAGTGAGGTAGTAGATIGTATAGT IGTGLGGTAGTGAT TTTACCCTGT TCAGH g
AGATAACTATACAATCTATTGCCTTCCCTGA

Tsa-let-71-2-prec TOTOGOATOAGGTAGTAGATTGTATAGTTTTAGGGTCATACCCCATC TTOGAGATA 9
ACTATACAGTCTACTGTCTTTCOCACG

hsa-lat-7g-prec AGGCTGAGGTAGTAGT TTGTACAGT TTGAGGGTC TATGATACCACLCGG TACAGG 0
AGATAACTOTACAGGOCACTGOCTTGOTA

hsa-lel-Ti-prec CTGGCIGALGIAGTAGTITGIGCIGTTGGTCGGOT TOTGACATIGOCCGCTGTGGA T
GATAACTOOGCAAGCTACTGCCTTGUTA

hsa-mir-00 -1 prec TOGGAAACATACTICTTTATATGUCCATATOGACC TGL TAAGC TATGGAATGTAAA 12
GAAGTATGTATCTCA

hsn-mmir-001-2-pres ACCTACTCAGAGTACATACTICTITATGTACCCATATGAACATACAATGCTATGGA 13
ATOTAAAGAAGTATGTATTTTTGGTAGGE

hea-mir-007-1-prec TTGGATGTTGGOCTAGTICTGTGIGGAAGACTAGTOATTTTOTTGTTTTTAGATAA 14
CTAAMTOOACAACAAATCACAGTCTGOCATATGOCACAGGCCATGUCTCTACAG

hga-rmir-007-2-prec CTOGATACAGAGTGOACCGOCTOOCCCCATCTGGAAGACTAGTGATTTIGTTGTT 15
GTCTTACTOOGETCAACAACAAATCCCAGTCTACCTAA TGO TGOCAGOCATCGEA

S a
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FI1G. 2

Marbre

Secuencia Precursora [3° a3 3')

Una secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
representa un mi RN maduro

SECID H°

hsa-mir-07-3-prec

AGATTAGAGTGGC TG TGO TCTAGTGC TG TOTOGAAGACTAGTCATI T IGITGTICT
GATGTACTACGACAACAAGTCACAGCCGGOCTCATAGCGCAGACTCODTTCGAC

hsa-mar-({)5-1-prec

COOGGTTOGTTGTTAIC T TIGOT TATCTAGC TG TATGAG TGO TG TGOAGTC TTCAT
AAAUCTAGATAACCOAAAGTAAAAATAACCCCA

hissi-rmir-(00-2-prec

GOAAGLGAGTTGT TATCTTTGGT TATCTAGCTGIATGAGTGTATTGOTCTTLALAA
AGCTAGATAACCGAAAGTAAAAACTCCTTCA

haa-mir-009-3-prec

GOAGGLCCOTTTCTCIC T TGOTTATCTAGCT G TATOAGTORCACAGAGCCGTOAT
AAAGCTAGATAACCOAAAGTAGAAATOATTCTCA

hsa-rrdr-0102-pree

GATCTGTC TG TOTTC TGO TATATACCC TG TAGATCCGAATTTGTOTAAGGAATTTTGT
GOTCACAAATTCGTATCTAGOGGOAATATGTAGTTGACATAAACACTCCGOTCT

i)

‘Tisa-mir-{ fb-prec

CCAGAGGTTOTAACGTTGTCTATATATACCCTGTAGAACCGAATTIGTGTGGTATC
COTATAGTCACAGATTCGATICTAGGOGAATATATGGTCGATGCAAAMACTTCA

hsa-mir-01 5a-prec

e I
COTTOOAGTAAAGTAGCAGCACATAATOOTTTGTGGATTTTGAAAAGGTOCAGGT

CATATTGTGCTOOCTCAAAAATACAAGD

21

iz

hisa-mir-015b-prec

TTGAGGCCTTAAAGTACTOTAGCAGCACATCATGOTTTACATOC TACAGTCAAGA
TGOGAATCATTATTTGC TG TCTAGAAATTTAAGGAAATTCAT

1

hga-mar-016-1-prec

GTCAGCAGTOCC TIAGLAGLACGTAAATATTOLLGT TAAGATTCTARAATTATCTC
CAGTATTAACTOTGC TGO TOAAGTAAGGTTGAC

I

liea-rir-01 6-2-prec

GTTCCACTCTAGCAGLALGIAAATATIGLOCGTAGTOAAATATATATT AAACACCA
ATATTACTGTGCTGCTITAGTGTGAC

25

hsa-mir-0§7-prec

GTCAGAATAATGTLAAAGTGUTTACAGTOCAGGTAGTOATATGTGCATCTACTGE
AGTOAAGGCACTTGTAGCATTATGGTGAL

26

hsa-mir-018a-prec

TOTTCTAAGOTGCATC TAGTOCAGATAGTGAAGTAGA TTAGCATCTACTOOLL TAA
GIGCTCCTTCTGOCA

7

hsa-rmar-01%a-prec

GCAGTCCTCTGTTAGTTTTGLATAGTIGLACTACAAGAAGAATGTAGT [GILCAAA
TCTATGCAAAACTGA TGGTGGOCTGE

25

hesa=mmir-0 ¥ 1 -prec

CACTGTTCTATGOTTAGT T T TG AGSTTTOCATCCAGC TOTGTGATATTCTGCTGEG
CAAMTCCATOGOAAAACTGACTGTGGTAGTG

haa-mir-019b-2-prec

ACATTGCTACTTACAATTAGT TTTGLAGGTTTGCAT T TCAGCGTATATATGTATAT
GTGOCTETGEAAATCCATOCAAAACTOATTGTGATAATGT

El

hsa-mir-020a-prec

GTAGLALTAAAGTGL TTATAGTOUAGLTAGTGT T TAGTTATCTACTGLATTATGAD
CACTTAAAGTACTGD

3
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ACCATTTGAAATCGGTTATGATOTAGHGGGEA

Fl(s. 2
Hornbre Secuencia Precursora [5' a 3') SECID H°-
Una secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
represerta un mi 8RN maduro
[ hsa-mir-02 | -pres TGTOGGOTAGCTTATCAGACTGATGTTGACTGTTGAATCTCATGOCAACACCAGTC 12

GATGOOCTGTCTGACA

hea-mir-022-pree GOCTOAGUCOCAGTAGTTCTTCAGTOOCAAGCTTTATGTCCTOACCCAGCTAAAD 11
CIGCCAGTTOAAGAACTGT TGCCCTCTGEC

hsa-mir-023a-prec GOCOGOC TGO TTOCTOOGGA TGROATT TGO TTCCTOTCACAAATCACA TTGOCA 14
GOGATTTCCAACCGACT

hsa-mar-023b-prec CTCAGGTGCTCTGGCTGCTTGGG T TCCTGGCATGUTGATTTGTGACTTAAGATTAA 15
AATCACATTGCCAGGGATTACCACGCAACCACGACCTTGGE

Tsa-rir-024-1 -prec CTCOGGTGOCTACTGAGCTGATATCAGTICTCATT T TACACACTGGCICAGTTCAG 6
CAGGAACAGGAG

hsa-rmir-024-2-prec CTCTGLCTCCCG TGO L TAC TOAGCTGAAACACAGTIGG T I TGTG TACAC TOGCTCA, 37
GITCAGCAGGAACAGGE

hsa-mir-025-prec COCCAGTOTTOAGAGGCOGAGACTTGGOCAATTOCTOOACGCTGOCCTOHGCATT ig
GUACTTOTCTOGETCTGACAGTGLOGG0C

Tsa-mir-0z26a-1-prec GTGGCCTCOITCAAGTAATCCAGGATAGGCTGTGCAGGTCCCAATGGGCCTATICT 30 |
TGGTTACTTGOEACGGGGEACGE

hsa-rar-026a-2-prec GOCTGTGGLTGOATICAAGTAATCCAGGA TAGGLTGT T TCCATCTGTGAGGLCTAT 0
TCTTGATTACTTGTTTCTGOAGGCAGET

hsa-mir-026b-pree CCGGGACCCAGTICAAGTAATTCAGGATAGGTTGTGTGCTGTCCAGOCTGTICTCC a1
ATTACTTGGCTCGGGGACTGE

hsa-mir-027a-pres CTOAGGAGCAGOGLTTAGL TGL T TOTGAGCAGGGTLCACACCAAGTCGTOITCAL 47
AGTOGCTAAGTICCGCCOOCTAG

hea-rmir-02 Th-prec ACCTCTCTAACAAGGTGLAGAGL TTAGCTGATTGGTGAACAGTGAT TGGTTTCCG0 43
TITGITCACAGTGOCTAAGTTCTGCACCTGAAGAGAAGGTG

hsz-mir-028-pree CGTCCTTGOLE TCAAGGAGL TCACAGTC LA LTGAGT TALC T TTCTGACT T TCCEAL aa
TAGATTGTGAGCTCCTGGAGGGCAGGCALT

hsz-mir-02%a-prec ATGACTOATTTCTTT TGO TG TTCAGAGTCAATATAATTTTCTAGCACCATCTGAAA a5
ICGGTTIAT

hsa-mir-020c-pree ATCTCTTACACAGLCTGALCGATTTCTLCTGLTGT TCAGAGTCTGTTTTTGTCTAGE 46

hsa-rnir-029b-1-prec

CTTCAGOAAGLTGGTTICATATGOTGOTTTAGATT TAAATAGTGAT TOTL TAGLAL
CATTTGAAATCAGTGTTCTTOOGGG

47
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F1G. 2
Marnbre Secuencia Precursora (33 3) SEC ID H° J
1
Una secuencia subrayadas dentro de una secuencia precursora
represerta un mi 8RN madura

i -mir-029b-2-prec CTTCTGOAAGCTGGTT ICACATGGTGGCTTAGATTTTTCCATCTITGTATCTAGCAL 48
CATTTGAAATCAGTGTTTTAGGAG

hea-mir-030a-prec GUGACTOTAAACATCCTOOACTGOAAGCTOTOAAGCCACAGATGGGCTTTCAGTC 49
CEATGTTIGCAGC TGO

hsa-rmir-030b-prec ACCAAGTTTCAGTTCATGTAAACATCCTACACTCAGC TG TAATACATGGATTGGCT 50
GOGAGGTGGATGTTTACTTICAGCTGACTTGGA

hsa-mir-030c-1-prec ACCATGCTGTAGTG TGO IAAACATCCTACACTCTCAGE TG TGAGC TCAAGGTGGD 51
TGGGAGAGGGTTGTTTACTCCTTCTGCCATGGA

heaemir-030c- 2-pree AGATACTGIAAACATCCTACACTCICAGE TG TGGAANG TAAGAAAGCTGOOAGAA .
GGCTGTTTACTCTTTCT

haa-mar-0306-prec GTTGTIGTAAACATCCCCGACTOGAAGC TG TAAGACACAGCTAAGC TTTCAGTCA 53
GATGTTTGCTOOTAC

hsa-mir-030e-prec GOGCAGTCTTTGCTACTGTAAACATCCTTOACTGGAAGCTGTAAGGTGTICAGAG 54
GAGCTTTCAGTCGGATGTTTACAGCGGC AGGCTGOCA

hsa-mir-031 pree GGAGAGOAGGCAAGATGCTGUCATAGCTGT TGAACTGGOAACCTGL TATGCCAAC e
ATATTGCCATCTITCC

Tsa-re-002-pree GOAGATATTOCACATTACTAAGTTGCATGTTIGTCACGGOCTCAATGLAATTTAGTG 56
TOTGTGATATTTTL

Tsa-mir-033-prec CTGTGEIGCATTGTAGTTGCATTGCATGTTC TGO TGO TACCCATGCAATGTTTCCA 57
CAGTGCATCACAG

hsa-mir-0Ha-prec GLECAGCTOTGAGTGT TTCT TIGGEAGTGICTTAGLTGGITGTIGTGAGCAATAGT 51
AMGGAAGCAATCAGCAAGTATACTGCCCTAGAAGTGCTGEACGTTGTGGGGOCC

hez-mir-034b-prec GTGCTCGGTTTOIAGGCAGTGTCATTAGCTGATIG TACTGTGGTGGTTACAATCAC 59
[AACTOCACTOOCATCAAAACAAGGCAC

hsa-mir-034c-picc AGTCTAGT TACTAGGLAGTGTAGTTAGCTGATIGCTAATAGTACCAATCACTAACC 50
ACACGOCCAGGTAAAAAGATT

hsa-mir-092-1 -pres CTITCTACACAGGTIGOGATCGGTTGCAATOCTG TG T TCTGTATGGTATIGOACT 5l
IGTCCOGOCCTOTTOAGTT TGS

huga-rrir 193 -2-piec TCATCCC TOOG TOGGUATT TG T TGLATTACT TGTGTIC TATATAAAGIATIGLACTL 62

GICOCGOCCTOTOOAAGA

hsa-rir-0%3-prec

CTGGEGOCTOCAAACTOCTOT TCGTGCAGGTAGTGTCATTACCCAACCTACTGCTG
AGCTAGCACTTCCCGAGDOCCOGE

[5E]
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FIG.2
HNombra Secuencia Precursora (33 2 SEC ID H°
Una secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
representa un milRN maduro

hsa-mir-095-prec AACACAGTOOGCACTCAATAAATGTCTOTTGAATTOAAATGCGTTACATTICAACS 64
GOTATTTATIGAGCACCCACTCTOTG

hea-mir-9&-pree TGGUCOATITTOGCACTAGCACA TTTTTGCT TOTATCTCTCCOCTCTGAGCAATCAT &5
GTOCAGTGCCAATATGGGAAA

hza-rrir-008-prec AGGATTCTGCTCATGOCAGGUTGAGO TAGTAAGTTGTATTGTTGTOOGETAGGGMA 56
TATTAGGUCCCAATTAGAAGATAACTATACAACT TACTACTT TCCCTGO TG TGTGG
CATATTCA

haa-mir-040a-prec CoCATTOOCATAAACCCGTAGATCOGATC T TGTOGTOAAGTOGACCGCAC AAGTT a7
COCTTCTATOGOTCTGTGTCAGTGTG

hso-mir-09%-prec GOCACCCACCOGTAGAACCGACCTTGOGGHGCCTTCOOCGCACACAAGCTCGTGT b8
CTGTGOOTCOGTGTC

hsa-mmir-100-pres CCTOTTGOCACAAACCOGTAGA TCCOAACTTOTGO TATTAGTOCGCACAAGCTTGT P
ATCTATAGGTATGTGTCTGTTAGG

hsa-rmar-101-1 -prec  TGOCCTOOCTCAGT TATCACAGTGLTGA TGCTGTCTATICTA MGG TALAGTACTG 0

IGATAACTGAAGGATGGCA

" haa-mir- 101 -2-prec

ACTGTCCTTITTCGGTTATCATOOTACCGATGLTGTATATCTGAAAGGTACAGTAC |

TGTOATAACTOAAGAATGGTGOT

71

hsa-mir-103-1-prec

TACTGLCC TCGGLTTCT TTACAGTGL TGLC TTGT TGCATATOUA TCAAGLAGLATT
GIACAGGUCTATOAAGGCATTG

T2

hsa-mir- [03-2-prec

TTGTGCT T TCAGETTCTTTACAGTGETGCCTTGTAGCATTCAGG TCAAGCAGCATT
GTACAGUOCTATUAAAGAALCA

13

hsa-mir-105-1-proe

TOTGCATCGTGGICAAATGC TCAGACTCCTGIOGTGGL TGL TCATGCACCACGGAT
GTTTGAGCATGTGOTACGGTGTOTA

74

hsa-rmir-105-2-prec

IoTGCA TG TGO TCAAATGCTCAGACTCCTOTGETGOCTCC TIATGCACCACGOAT
GTTTGAGCATGTGCTATGOTGTCTA

15

higa-rruf- | (oa-pree

CCTTOOCCATOTAAAAGTGCTTACAGTGCAGOTAGETTTTTGAGATCTACTGCAAT |

GTAAGCACTTCTTACATTALCATGG I

6

haa-mir-106b-prec

CCTOCCGOGOCTAAAGTOCTAACAGTGCAGA TAGTGGTCCTCTCOG TG TACCGE
ACTOTOGGTACT TGO TGO TCCAGCAGE

7

.hsa.-nﬁr-iﬂ?-prcc

CTCTCTGOTTICAGCTTCT T TACAGTG T TGLC TTOTOGEA TOGAGTTCAAGLAGCA
I ﬁTﬁE AEEE E: !&TE& AACCACAGA

T8

hsa-<pir-108-prec

ACACTGCAAGAACAATAAGGATTITTAGGGGEATTATGACTGAGTCAGAAAACAC
AGCTGOCOCTGAAAGTCCCTCATTTTTCT IGCTGTOC

m
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FIG. 2
Nombre Secuencia Precursora (33 3 SECID H®
Una secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
representa un milRN maduro

haa-mir-122a-prec CCTTAGCAGAGC TGIGGAGTGTGACAATGGTOTTTGTGTCTAAACTATCAAACGE 80

CATTATCACACTAAATAGCTACTGCTAGGT
hesemis-1 203 |prec AGGLCTCTCTC TCCOTGTTCACAGUGOACCTTOATTITAAATGTCCATACAAT LA NG 21

GUACGOGGTEAATGOCAAGAATGOGGCTG

hga-rrir-124a-2-pree ATCAAGATTAGAGGC TC TGO TCTOC G TGTTCACAOCGGACCTTGATTTAATGTCAT g3
ACAATTAAGGEACGOOGTOAA TOCCAAGAGCGGAGUCTACGGUTGUACTTGAA

heg-mii-124a-3-prec TGAGGGLCCCTCTGCGTGTTCACAGLGGACC T TGATTTAATGTCTATACAATTAAG B3
GCACGOGOTOAA TGOCAAGAGAGGCGCCTOC

Isa-mir-1252-prec TGoCAGTCTCTAGGTCCCTOAGACCCTTTAACCTGTGAGOACATCCAGGOTCACA 84
GOTOAGOTTCTTGGGAGCCTGGCGTCTOGOT

Taa-rmir-125h-1-prec TGCGCTCCTCTCAGICCCTGAGACCCTAACTTGTGATGTTTACCGTITAAATCCAC 85
GOGTTAGOCTCTTOGOAGCTGOGAGTCGTGCT

hsa-mar-125h-2-prec ACCAGACTTTTCCTAGTCCCTOAGACCCTAACTTGTGAGGTATTTITAGTAACATC A &6 |
CAAGTCAGGCTCTTGOOACCTAGOCGGAGHGOA

hsa-mir- | 26-prec COCTOGCGACGGGACATTATTACTTTTGGTACGCGCTGTGACACTTCAAACTCGTA (5
CCOTGAGTAATAATGOGCCGTCCACGGCA

hsz-mir-127-prec TGTOATCACTGTCTCCAGCC TG TGAAGC TCAGAGGGC TCTOATTC AGAAAGATC a8
ATCGCATCOCTCTOAGCTTGOC TGO TOGGAAGTCTCATCATE

Tsa-mmar- 1 28a-pree TGAGCTGTTGGATTCGUGOLCGTAGLACTGTCTGAGAGGT TTACATI TCICACAGT 50
GAACCGOTCTCTTTTTCAGCTGCTTC

lrea-mir- | 28b-prec TOTOCAGTOOGAAGGOGOGCCOATACACTOTACGAGAGTOAGTAGCAGOTCTCA a0
CAGTGAACCGGTCTCTTTCCCTACTGTGTE

hsz-mir-129-2-prec TOCCCTTCGCGAATCT I TGO OGTCTGGOCTTGC TOTACA TAACTCAATAGUC GG (7]
AAGCCCTTACCCCAAAAAGCATTTGCGGAGGGCG

| -
hsa-rmar-1 30a-prec | TOCTGCTOGCCAGAGCTCTTT TCACATTUTGCTACTOTCTGCACCTGTCACTAGLA 92
! | GIGCAATOTTAAAAGGGCATTGOCCGTGTAGTG

hsa-mia- 1 Jb-prec GGL‘CTGECCGAChCTCTITCCCTGTTGCﬁETA(_I.‘-TAThGGCCGCTGGGA&GEA.ETE a3
AATOATGAAAGGGCATCOGTCAGOTE

hsa-rmis-133-prec COGCCCCCGOGTOTOCAGGGCAACCOTGGCTTTCOATTGTTACTGTGGOAACTOGA o4 '

GGIAACAGTCTACAGCCATGRTCGCOCCGCAGCACGCCCACGOGE

hsa-rrar=133a-1-prec

ACAATGCTTTGCTAGAGC TGO TAAAATOGAACCAAATCGUCTCTICAATGGATIT
GOICOCCTTICAACCAGETGTAGCTATGCATTGA

95
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FIG.2

Marnbre

Secuencia Precursora [3°a 3')

Una secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
representa un milRN maduro

hsa-mir-133a-2-prec

GLOAGCCAAATOCTT TGO TAGAGCTGOTAAAATGGAACCAAATCGACTOTOCAAT
GOATITGOTCCCCTTICAACCAGC TG TAGC TG TOCAT TGATOOOGO0G

SEC ID H°

COTCAGAAGAAAGATGOCCCCTGCTC TGO TGO TCAAACGGAACCAAGTCCGTCT

hsa=mir-133b-prec a
TCCTOAGAGGT TIGGTCCCCTICAADCAGE TACAGC AGGGCTOGCAATGOCCAGT
COTTOOAGA

hsa-mir-134-prec CAaGGoTo TG TGACTGGTTGACCAGAGGGGCATOCACTGTGT T ACCCTGTRG G o3
ACCTAGTCACCAACCOTD

haa-mir-1 35a-1 prec AGGCCTCGUTGT TC T TATGGC T T TTTATICCTATGTGATTC TACTGLTCALTCATA 99
TAGGGATTGGAGCCGTGOOGCACGGOGGOGACA

hsa-mmir-1352-2-pice AGATAAATTCACTCTAGTGCTT LATGOCT T TATICCTATGTGATAGTAATAAAG 100
TCTCATGTAGGGATGGAAGCCATGAAATACATTGTGAAAAATCA

hsa-mir-1 35b-prec CACTCTGUTGTGOCCTATCOUTTITCATICCTATGIGAT TG TGTCCCAAACTCATG ot
TAGGGCTAAAAGCCATGGGOTACAGTEAGGOGOGAGCTOC

hsa-rmir-1 36-prec TGAGLCL TCOGAGGACTCCATITGTTTTGATGATGGAT TCTTATGCTCCATCATCG 102
TCTCAAATOAGTCTTCAGAGOGTTCT

Tsa-mir-137-prec GGTCCTCTGACTCTCTICGOTGACGGUTATTCTTGOGTGOATAATACGGATTACGT 103
TGTIATTGCT TAAGAATACGCOTAGTOGAGGAGAGTACCAGCGOCA

haa-mir- | 38-1-prec CCCTGGCATGOT GO TOOUGLAGC TGO TG T TOTGAATCAGGLCO T TGLCAATCA 04
GAGAACGOCTACTTCACAACACCAGGOOCACACCACACTACAGE

hsa-mmir-138-2-prec COTTOCTGLAGC TGGTGT TGTGAATC AGLCLGACGAGCAGLGLATOCTCTTALCE 108
GOOTATTTCACGACACCAGOGTTHCATCA

Tisa-mir-139-prec GTGTATICTACAGTGEACGTGTCTCCAG TG TGO TLGGAGGL TGGAGAC GGG 106
CTGTTGGAGTAAL

hea-mir- 1 40-prec TOTGICTCTCTCTO TG TCC TOLCAGTOOT T ACCCTAT GG TAGG T TACGICATGCT 07
GTTCTACCACAGOGTAGAACCACGGACAGGATACCGGCOCACT

hga-rmir-141-prec COGOCGOCCCTGOGTOCATCTTOAGTAC AGTGT TEG&TGGTCTAATTETGA&GC’T 108
CCTAACACTOTO TGO T AAAGATGGCTOOOGGaTGGETTE

Tisa-mir- 142-prec GALAGTGLAGTCACCCATAAAGTAGAAAGLACTACTAACAGCAC TGGAGLGTIGT ™
AGTOTTTOCTACT T TATGGATGAGTGTACTGTG

hza-mir- 143-pres GLOLAGCOLCC TG TC TCLCAGEC TOAGG TOCAG TOL TGLATCTCTGGTLAGT TGLG o
AGTCTGAGATGAAGCACTGTAGCTCAGGAAGAGAGAAGTTGTTCTGCAGT

r'hsu-mi--1¢a~pre..- TGOGGLCC TOOL TGGGATATCATCATATACTGTAAGT T TGLGATGAGAC AL TACA n
| GTATAGATGA TG TACTAG TOCGGOOACCOCT
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GUTCAGOCAAACCATCOACCOT TGAGTOOACCCTGAGOCCTOGAATTGOCATCCT

FiG. 2
Haombre * Secuencia Precursora [5a3) ) SEC ID H*
Una secuencia subrayada dertro de una secuencia precursora
representa un miBRMN maduro
hsa-mir-145-pree CACCTTGTCCTCACGGICCAGTTTTCCCAGGAATCOCTTAGATGETAAGA TGGUOA 2
TTCCTGGAAATACTGTTCTTGAGGTCATGSTT
|
| hsiv-rnir-146n-prec CCGATGTGTATCCTCAGC T T IGAGAACTGAATICCATGGAT TG TGTCAGTGTCAGA 113
COTCTGAAATTCAGTTCTTCAGC TGGOATATCTCTGTCATCGT
Tesa-mir- 1 47-prec AATCTAMATACAACATTTCTOCACACACACCAGACTATGOAASCCAGTGTUTOGA 114
AATGCTTCTOCTAGATT
hga=rrar-1 4Ba-prec GAGGLAAAGTICTOAGACAC TECGACTCTGAG TATGA TAGAAG TCAGTUCACTAL 115
AGAACTTTGTCTC
hga-rnir- | 48b-piec CAAGCACGATTAGCATTTGAGG TGAAGTICTGTTATACACTCAGOCTGTGGCTCTC 16 ]
TGAAAGTCAGT AGAA TCTCGAAAGCTTTICTA
hsz-mir-14%-prec GCCGOCGCOCOAGCTCTGOCTCCGTOTCTICACTCCCOTGC TTGTCCGAGGAGGGA 117
GOGAGOOACGGOGGCTOTGCTOOOHDCAGCTGGA
hsa-mir-1 50-prec CTCCCCATOGOCCTGICTECCAACCCTTGTACCAGTGUTGOGHT CAGACCUTGOTA 118
CAGGCCTGGOGGACAGGGACCTGOGGAC
hga-rier-1 §1-prec TTICCTOOCCTLGAGGAGC TCALAGTC TAGTATGTC TCATCCCCTAC TAGAC TGAA g
GCTCCTTOAGGACAGOOATOOTCATACTCACCTE
haa-rmir-152-pres TGTCCCOCCCGOCCCAGGTTC TG TOATACACTCCGACTCGGGCTCTGGAGCAGTC A |20
OTGCATOACAGAACTTGOOCCOGGAAGGACT
hsa-rmir-133-1pro: CTCACAGCTOCCAGTGTCATTTT TG TGATCTGCAGCTAGTATTCTCACTCCAGTTG 121
CATAGTCACAAAAGTGATCATTGOCAGGTGTGGT
I —
hga-mmar=153-2-prec | AGCGOTOGCCAGTSTCATTTT TG TGATG T TOCAGC TAGTAATATGAGCCCAGT TG 122
| ATAGTCACAAAAGTGATCATTOGAMACTGTG
; .
hsa-mir-134-prec | GTGGTACTTOAAGATAGGTTATCCOTGTTGCCTTCGCTTTATTTOTGACGAATCAT 123
ACACGOTTCGACCTATTTTTCAGTACCAA
hsa-mir- | 85-prec CTOTTAATOCTAATCOTOATAGG GG T T TITGCCTCCAACTOACTCCTACATATTAG 124
CATTAACAG
hea-rmr- 1 Bla-pree AGAAGGUC TATCAGGCCAGCCT TCAGAGGAL TCCAAGGAACATTCAACGCTGTCG 125
GIGAGT TTOGGATTTOAAAMAACCACTGACCGTTGACTGTACCTTGGOGGTCCTTA
hga-mar- | Ble-pree COGAARATTIGOCAAGOGTTTOGGGOAACATTICAACCTOTCGETGAGTTTGOG A 126

hsa-mir- & 1b-1-prec

CCTGTGCAGAGATTATTIT T TAAAAGG TCACAATCAACATICA TG TG TG TG0G

GTTGAACTGTOTGOACAAGCTCACTOAACAATCAATGCAACTGTOGLGCCCOGOTT

127
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VG, 2

Marmbre

Secuencia Precursora (3 a3 3]

Unz secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
representa un mifREN maduro

SECID H°

| hsammir- 181 b-2-prec

Tesa-mnir-1 §2-prec

CTOATOGCTGCACTCAACATTCA TTOC TATCGOTOGGTTTGAGTCTOAATCAACTC

ACTGATCAATGAATOCAAACTGOGGACCAAACA

128

GAGLTGLTTOLCTCCCCLOG T T LI GO AA TGO TAGAACTCACAC TGO TGAGL TAM

CAGOATCCGOTGUTTCTAGACTTGCCAACTA TOGGOCOATGACTCAGUCGGTAC

119

hsa-mur-183-prec

COGCAGAGTOTGACTOCTGTTCTGTOIATGGEACTOOTAGAATTCACTGTGAACAG
TCTCAGTCAGTOAATTACCGAAGOGUCATAAACAGAGCAGAGACAGATOCACGA

130

hga<rir- | B4-prec

CCAGTCACGTOCCCTTATCACTTTTCCAGOCCAGCTTTGTGACTGTAAGTGTEGGA
COGAGAACTOATAN GGG TAGGTGATTGA

131

hea-mdr-| B5-prec

AGOGLOCGAGGLA TIGOAGALAAAGGLAGTTLCTOA TOGTOCCCTOCCCAGGLG
CTGGCTTTCCTOTGGTCCTTOOCTOCCA

132

hsa-mir-1 B6-prec

GCTTGTAACTTTCCAAAGAATTCTCCTTTTGGGCTITCTGGTTTTATITTAAGCCC
AAAGGTGAATTTTTTGGGAAGTTTGAGCT

133

hsa-rmir-1 E7-prec

GOTCOOOL T ACCATOACACAG TG TOAGACCTC GGG TACAACACAGGACCOGG0
COCTGCTCTGACCCC TG TGO T TG IO T TOLAGCCGOAGGGACGCAGGTCCGC A

hsa-riir-| BR-prec

TGCTCCCTET O TCACA L CC T TGE A TGO TGLA GGG TOAGE TTTCTOAAAACCLLTC
CCACATGCAGGOTTTGCAGGA TGGOGAGED

135

hsa-mir-190-prec

TGCAGGLCTCTGTGIGATATGT TTGATATATIAGGTIGTTATI TAATCCAACTATAT
ATCAMACATATTCCTACAGTGTCTTGEC

136

hga-mir-191 -pres

COGCTOGACAGCGLOLAACGGAATCCCAAAAGCAGLIGTTGTCTCCAGAGEATIC
CAGCTGOGCTTGOATTTCOTCCCC TGO TCTOCTGOCT

137

hga-rndr-192-prec

GOCOGAGACCOAGTGCACAGOGCTCTOACCTATOAATTGACAGCCAGTGCTCTOGT
CToCCCTC TGO TOOCAA TTCCATAGG TCACAGGTATGT TCOCCTCAATGLCAGT

138

hsa-mir-193a-prec

COAGGATGGGAGCTGAGGGCTGGGTCTTTGCGOGCGAGATGAGGGTGTCGGATC
AACTGGOCTACAAAGTCOCAGT TCTCOOCOCCTG

139

hsa-mir-1 541 -prec

ATGGTGT TATCAMGIGTAALAGLAACTCCATGTGUAC TGTGTACCAATTTCLAGTG
GAGATGCTGTTACTTTITGATGGTTACCAA

140

Tesasrnar- | 84-2-prec

- —
TGGTTCCCGCCCOCTOTAACAGCAACTCCA TGTROAAGTGCCCACTOGTTOCAGTG

GOGETGETGTTATCTOGGGCGAGHEOCAG

141

hsa-mir-195-prec

AGCTTCCCTGOGOTCTA A AAT ACAGGOAAGCGAGTCTGO A
ATATTGGCTGTGCTGCTCCAGGCAGGGTGGTG

hsa-mir-196a-1-prec

OTOAAT LAGGTAGTTICA TG T TG TIGEOCC TOGGTTIC TOAACACAACAACATTAA

ACCACCCOATTCAC

143
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FIG. 2
Horbre Secuencia Precursora [3°a 3') SECID H®
Urma secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
representa un mi AR maduro

hsa-mir-196a-2-prec TGCTCOCTCAGCTGATCETS TAGTTITCATG ATTGAGTTIT 144
GAACTOGOCAACAAGAAACTOOCTGAGTTACATCASTOGGTTTTCGTOGAGGGD

hea-mir-196b-prec ACTGOTCOOTGATTIAGOTAGT TTCCTETTOTTGGGA TCCACCTTTOTCTCGACAG 143
CACGACACTGOCTTCATTACTICAGTTG

hsa-mir-197-pre GOC TOTGCLGOGTAGAGAGGOCAG TGGGAGH TAAGAGCTCTTCACCC ITCACCAC 146
CIICTOCACCCAGCATGGCC

hsa-mir-198-prec TCATTGUTCCAGAGOGEAGATAGG TTCCTGTGATTTITCCTTICTTCTCTATAGAAT 147
AAATGA

Tisa-mir- 1502 1.pres GOCAACCCAGTGTICAGACTACCTGTICAGGAGGCTCTCAATGTGIACAGTAGTCT 143
GUACATTOGTTAGGE

hsa-rmir-19Ga-2-pec AGGAAGCTTCTGGAGATCCTGC TCCGTCGCCCCAGTGTICAGACTACCTGTTCAGG 149
ACAATGOCGTTGTACAGTAGTCTGCACATIGGTTAGAC TOGGCAAGGGAGAGCA

hsa-rair- | 90b-prec CCAGAGGACACCTOCACTCCOTCTACCCAGTGTTTAGACTATCTOTTCAGGACTOC 150
CAAATTGTACAGTAGTCTGCACATIGGTTAGGCTGHRGUTOGGTTAGACCCTCGS

hsa-mir-200a-prec COOOGLCLC TG TOAGCATC TTACCGUACAGTGU TOGATTICCCAGC TTGACTCTAA 151
CACTGTCTGOTAACGA TGTTCAAAGOTGACCOGE

hsi=rmit-200b-prec CCAGCTCOGLCAGCCGTOGCCATCTTACTGGGCAGCATTOGATGGAGTCAGGTCT 153
CTAATACTOCCTGOTAATOATOACGORCGGAGCOCTGCACG

hsa-rmie-200c-pree CCCTCGTCTTACCCAGCAGTGTTTGOGTGLGGTTGGGAGTCTCIAATACTGCLGGG 153
TAATGATGGAGS

haa-mir-203-prec GTGTTGGGGACTCOCGCGCTGGG TCCAG TGGTTCTTAACAGTTCAACAGTTICTGTA 154
GUGCAATTGIGAAA TATTIAGGACCACTAGACCOGGCOOGCGO00OCGACAGOGA

[y — GOCTACAGTCTITCTTCATGTGACTCGTGGACICLC I TG TCATCC TATGOCTGAG 155
AATATATGAAGGAGGCTGOCAAGGC AAAGGGACGTTICAATIGTCATCACTGGD

hsa-mmir-205.pree AAAGATCCTCAGACAATCCATGTGCTICTCT TOICCTTCATTCCACCGOAGTCTGT 156
CTCATACCCAACCAGATTICAGTGGAG TGAAGTTCAGGAGGUATOGAGI TOACA

sa-mir- 206-pec TGLTTOCLGAGGLCACATGLTTCTTTATATCCCCATATGGATTACTTTGCTATGGA 157
ATOTAAGGAAGTGTGTGGTTTCOOCAAGTS

hsa-mrir-208-prec TOACGGOLOAGLTIT TOGLCLGLGTTATACC TOATGL TCACG TATAAGACGAGLA -
AARAGCTTGTTGOTCA

hga-mar-210-pree ACCCGGCAGTOLCTCCAGGOG AGGOCAGCCCC TOCCCACCGLACACTGU GO TG |50

COCAGACCCACTGTOOGTGTGACAGOGGCTOA TCTG TGO TGOGEAGLGCGALCE

40




ES 2448491 T3

FICG. 2

Marmbre

haa-rmir-2 1 -prec

Secuencia Precursora (3 a ')

Una secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
represerta un mi 8RN maduro

SEC ID H°

TCACCTOOLCATGTOACT TGTGGLC TICCC T L TG TCATLC I TLGLCTAGUOCTCTG
AGCAGGGCAGGGACAGCAAAGGOGTGCTCAGTTGTCACTTOCCACAGCACGGAG

hea-mir-212-prec

COOGECACCCCGIOCGGACAGCOCGOCGGCACCT TG TCTAGACTGCTTACTGC
COGGGOOGCCCTCAGTA TCTC T ACCGACGCCTGGOCCCGED

161

hsa-rrie-2 | 3-prec

hsa-mir-2 1 d-prec

TOAGTTTTGAGG T TG TTCAG TGAACATTCAALGLTGTLGGTGAGT TTOGAATTAA
AATCAAAACCATCGACCOTTGATTGTACCCTATGGCTAACCATCATCTACTCCA

GOCCTOOCTGUACAGAGTTGTCATOTG TCTGLCTOTCTACACTTGLTGTGEAGAAC
ATCCGCTCACCTGTACAGCAGGCACAGACAGGCAGTCACA TGACAACCCAGCET

153

hsz-mir-2) 5-prec

ATCATICAGAAATOGTATACAGOAAAATGACCTATGAATTGACAGACAATATAGE
TGAGTTTGTCTGTCATTTCT TTAGGOCAATATTCTGTATGACTGTGCTACTTCAA

hsa-mmir-21 6-prec

GATGGCTOGTGAGTTGGCTTAATCTCAGC TGOCAACTGTOAGATGTTCATACAATOL
CTCACACSTGGTC TCTGOGATTATGCTAAACAGAGCAATTTCCTAGCOCTCACGA

hsa-mir-217-prec

AGTATAATIATTACATAGT T TITOATGTCGLAGA TACTGLATCAGLAACTGATTGG
ATAAGAATCAGTCACCATCAGTTCCTAATGCATTGCCTTCAGCATCTAMAC AMG

lsa-mir-2 18- -prec

ATGAGTAAAACATGOT TOOGTCAAGCACCA TGEAACGTCACGCAGUTTTCTAC A

GTGATAATOTAGCGAGATTTTCTOI TOTOCTTOATCTAACCATGTGGTTGOGAGET

166

167

hsa-mir-2 [ B-2-prec

GACCAGTCGCTGCGGGGCT T TCCTI TG TOC T TGATCTAACCATOTGOTOOAACGAT
OGAAACGGAACATGGTTCTGTCAAGCACCGOGGAAAGCACCGTGCTCTOC TGO A

168

hsa-mir-219-1-pres

COGCCCCGEECOGCGOCTCCTOATTGTCCAAACGOAATTCTCGAGTCTATGGCTCC
GECCGAGAGTTGAGTC TGGACG TOCCOAGOOGCCOCCCOCAAACC TCGAGCSGT

hsa-rnig-20-2-prec

ACTCAGGOGCTTOGCCACTOATTOTOCAAACGCAA TTCTTOTACGAGTCTGC GGG
AACCOAGAAT TOTOOCTGOACATCTOTOGCTGAGC TCOGGE

17

hza-mir-220-prec

GACAGTOTGOCATTGTAGGOC TCCACACCGTATC TEGACACT TTGGGLGAGOHC AT
CATGCTOAAGGTOTTCATGATOCGOTCTOGOAAC TCCTCACGOATCTTACTGATG

1M

hsa-mir-221-prec TGAACATCCAGGTCTGGGGCATGAACC TGGUATACAATGTAGATITCTGIGT TCGT 172
TAGGCAACAGCTACATTIGTCTGCTGEOTTTCAGOCTACCTGGAAACATSTTCTE
hsa-mir-222-pree GCTGCTGGAAGG TG TAGGTACCCTCAATOGL TCAG TAGCCAGTGTAGATCCTGIC 173

TITCGTAATCAGCAGETACATCTGGCTACTOGGTCTCTGATOGCATCT TCTAGET

hsa-mir-223-prec

COTGGCCTOCTOCAGTOCCACGCTCOGTOTATT TGACAAGCTGAGTTOGACACTCC
ATGTGOTAGAGIGTCAGTTTOTCAAATACCCCAAGTGCOGCACATGCTTACCAG

174

hsa-mir-224-prec

GOGCTTTCAAGTCACTAGTGOTTCCO T TTAGTAGATGATTGTGLATTGT TTCAAARA
TGOTGOCCTAGTOACTACAAAGCCC

175
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COAGGCCOCTOOOCCTATCCTAGAACTCAACCTAAGCTC

Fiz. 2
Hombre Secuencia Precursora [5'a 2] SEC ID H®
Unz secuencia subrayada dertro de una secuencia precursora
representa un miBREN maduro

Tsa-mmin-296-prec AGOACCCTIIC ADAQGUOCLLC L TCAATCCTGITG TOLCTAAT TLADAGLGT TGN 176
GTOOAGGCTCTCCTOAAGOOCTCT

hsa-mir-299prec AAGAAATGOT I TACCGTCCCACATACATTTTGAATATGTATGT GOLATGLTAAAL 77
COCTTCTT

hisa-rmin-301 -prec ACTGCTAACGAATGCTCTGACTITATIGLACTACTG TACTT TACAGC T AGLAGTGL 178
AATAGTATTGTCAAAGTA TCTGAAAGCAGE

Tsa-mir-302a-prec CCACCACTIAAACGTOGATGTACTIOCTTTGAAACT AAAGAAGTAAGTOCTTCCAT 170
GITITGOTGA TGS

hsa-mir-302h-prec GCTCCOCTTCAACT T TAACATOGAAGTCCTTTC TG TGACTT TAAAAGTAAGTGCTTIC 180
CATGTIITAGTAGGAGT

hsa-mir-302c-pres COTTTOC I TIAACATGOGOOTACCTOUTG TG TGAAACAAAAGTAAGTGUTTCCATG 1Kl
TITCAGTGGAGE

| hsa-mir-3024-prec CCTCTACTTTAACATGGAGOCALTTOCTOTGACATGACAAAAATAAGTGLTTCCAT 182

GTTTOAGTGTGE

hsa-roir-3 20-pree GOTTCGCTLLCC TCCGOC TTC TG TTCCCGG TIC T TCCLOGAG TOGOGAAAAGC TGG 181
GTTGAGAGGGCGAAMAAGGATGAGGT

Tsa-mir-321 pree TTOOCCTCCTAAGCCAGGGATTGTGAGTTCGAGTCCCCACCGOOGTAAAGAAAGG 184
CCGA

Tea-mir-323-prec TTGGTACT TOGAGAGAGG TGO TCCOTOOLGCG TTCGLTTTATTTATGOCGLACATT 165
ACACGGTCGACCTCTTTOCAGTATCTAATC

hza-mir-324-pree CTGACTATGCCTOCCCGCATCCCCTAGG LU AT TGO TOTAAAGCTHGAGACCCACT 186
GOCCCAGGTGCTOE TGGGGGTTGTAGTS

hea-mi-325-prec ATACAGTGCTTGGTTCCTAGTAGGTOTCCAGTAAGTOTTTGTOACATAATTTGTTT 187
ATTGAGGACCTCCTATCAA TCAAGCACTGTGCTAGGCTCTGE

hsa-mar-326-prec CTCATCTOTC TG TTOGGC TGOAGGE AGGGCCTTTOTGAAGGOGGETGGTGCTOAG P88
ATCGECTCTGOGCCCTTCCTCCAGCCOCGAGGUGEATTCA

hsa-rir-328-prec TGGAGTOGGOOGGCAGCAGOGGC TCAGGOAGAAAGTGCATACAGCOCCTGGOCC 189
ICICTGOCCTTCCGTOCCCTG

hsa-mir-330-prec CTTTGOLGATCAC TGO O TE TOTGGGOC TG TG TE TTAGGU TCTGLAAGATCAACCGA 190
GCAAAGCACACGOOCTGEAGAGAGGCAGTGCTCTGOCC

hsa-mir-31 | -prec GAGTTTGGTTTIG I TGOG T TGTICTAGG TATGG T CCAGGGATCCCAGATL A AR .
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FIG. 2
Hombre Secuencia Precursora [5'a 37) SECID H®
Una secuencia subrayada dertro de una secuencia precursora
representa un mi 8RN maduro

hea-rir-333-pree TGTTTTOAGCGGGGGICAAGAGTAATAACGAAAAATGTTTGTCATAAACCGTTTI 152
TCATTATTGCTCCTGACCTCCTCTCATTTGCTATATTCA

haa-mir-337-prec GTAGTCAGTAGT TOGHGOOTGOGAACGOCTTCATACAGGAGTTOATOCACAGTTA 193
TCCAGCTOCTATATGATGCCTITCTTCATCCCCTTCAA

hsa-mir-338-pree TCTCCAACAATATCC TGO THC TRAGTGATGAC TCAGOCGAT TOCAGCATCAGTGA 104
TITTGTITGAAGA

hga-rir-33%-prec COGGGCOGUCGITCICCC TG TOCTCC AGGAGC TCACGTOTGCC TOCCTGTGAGC G 195
CTCGACGACAGAGOCGGUOCCTOCCCCAGTOTCTGOGE

Jsa-mir-340-prec TTOTACCTGGTOTOATTATAAAGCAATGAGACTOATTGTCATATOGTOGTTTG TGS 196
ATCCOTCTCAGT TACTTTATAGCCATACCTGGTATCTTA

hsa-rrir-342-prec GAAACTOOOCTCAAGGTOAGGOGTOCTATCTOTGATTGAGGGACATGOTTAATGD 1597
AATTGICTCACACAGAAATCOCACCOGTCACCTTGGCCTACTTA

hsa-mir-143-prec ACCCAAACCCTAGGTCTGCTGACTCCTA GTCCAGGGC TCGTGA TGOC TGO TGHGC 198
CCTOAACGAGGGOTCTGGAGOCCTOOGTTTGAATATCGACAGT

hsa-mir-346-pree GTCIGTCTGCCCGEATGCCTGLCTCICTOT TGCTCTGAAGOAGGCAGGGGCT GGGE 169
CTOCAGCTOOCTOOGUAGAGCGGUTCCTGE

Fesar-rinr- 6] prec GOAGLITATCAGAATCICCAGGUGTAC TTTATAATTTCAAAAAGTCCCLCAGGTGT 200
GATTCTGATTTGCTTC

haa-mir-367-prec CCATTACTGTTGC TAATATGCAACTCTGTTGAATATAAATTGGAATTGCACTTTAG i

Ak TGATGG

hsa-mir-368-prec ﬂﬁﬂﬂﬂﬂ?@ﬂﬁd’.&l ToCT T TATGTTTATGT TATTTATOO TTAAACATAGAGGAAAT 03
TCCACGTTTT

hes-mir-369-prec TTGAAGOGAGATCGACCG TG TTATATICGCTITATTGACTTICGAATAATACATGGT 03
TGATCTTTTCTCAG

hsa-mir-370-prec AGACAGAGAAGOCAGOTCACGTCTCTOCAGTTACACAGCTCACGAGTGCCTOCTG 204
GEOTGGAACCTGGTCTGTCT

hsa-mir-371-prex GTGGCACTCAAACTGTGOGGOCACTTTCTGCTCTCTGUTUAAAGTUCCGECATCTT 05
IIGAGTIGTTAC

Feam-72piec | GTGGOCCTCAAATGTGOAGEACTATTCTGATGICCAAGTGOARAGTOCTOCGACA | 106

CGAGDGTCAC

hsa-rnir-373-prec

GOGATACTCAAAATGGOGGLGL TITCCTTT T TG T TG TAC TGGLAAGTGCT TCOAT
TTIGGGGTOTCCC

i
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FIG, 2
Harbre Secuencia Precursora [37a 37 SEC ID N°
Una secuencia subrayada dentro de una secuencia precursora
representa un milRN maduro

hga-mar-3T4-prec TACATOGOCCATTATAATACAACCTGATAAGTOTTATAGCACTTATCAGATTGTAT 208
TOTAATTGTCTOTGTA

hea-rnit-375-prec COOCGLGACGAGOCCCTOGE ACAAACCGGACCTGAGCGT LG TG T TCGLL TC0G 200
COTGAGGT

hga-mmir-376a- 1 -prec TAAAAGGTAGATICTCCTTCTATGAGTACATTATTTATGAT TAATCATAGAGTAAA 710
ATCCACGTTTIC

hga-mir-377-prec TTGAGCAGAGGTTGCCCTTGGTGAATTCGCTTTATTTATG T TGAATCACACAAAGD 31
CAACTTTTGTTTG

hea-mir-378-prec AGGGCTCCTGACTCCAGGTCC TG TG TG TTACCTAGAAATAGCACTGOACTTGGAG 313
TCAGAAGGCCT

hsa-mir-379-pres AGAGATGGTAGACTATOGAACGTAGGUGT TATGATTTCTUACCTATGTAACATGO 213
TCCACTAACTCT

haa-rir-380-prec AMGATOOTTGACCATAGAACATGCGETATCTCTOTOTCGTATGTAATATGOTCCAC 214
ATCTT

hsa-mir-381-pree TACTTAAAGUGAGGT TGCCCTTTGTATAT TLOGT ITAT TGACATGLAATATACA A 315
OOCAAGCTCTCTGTGAGTA

hen-mir-382 pres TACTTGAAGAGAAGTTGITCGTGGIGGATICGUTTTACTTATGACGAATCATICAL _—
GOACAACACTTTTITICAGTA

hsa-mir-383-prac CTCCTCAGATCAGAAGOTOATTGTGGCTT TR OO TOOATATTAATCAGC CACAGCA a7
CTGCCTGOTCAGAAAGAG

hsa-mir-384-prec TGTTAAATCAGGAATTITAAACAATTCCTAGACAATATGTATAATGTTCATAAGTC 118
ATTCCTAGAAATTGTTCATAATGCCTOTAACA

Tisa-mir-422b-prec CAGGGCTCCTGACTCCAGGTCCTGTGTGT TACCTAGAAATAGCACTGGACTTGGA 218
GTCAGAAGGCCTG

hea-rmar=4 23-prec ATAAAGGAAGT TAGGC THAGGOOCAGAGAGCGAGACTTITCTATTTTCCAA AAGT 230
ICOGTCTGAGGOCCCTCAGTCTTGCTTCCTAADCOGCGE

hsa-rmar-424-prec COAGOGGATACAGCA GTGTTCTAAATGGTTCAAAACGT 221
GAGGCGCTGC TATACCCCCTCGTGGEEAAGG TAGAAGGTOGEG

haa-mir-425-prec GAAAGCGCTTTEOAATGACACGATCACTCCCOTTRAG TOOGCACCUGAGAAGCT A 122

TCGOGAATGTCGTGICOGEOCAGTOCTCTTTC

PR
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FIG.3

Datos Clinicos y Patologia Tumoral

Tejidos de Pancreas Normal

M de Muestra Proveedor Edad Causa de la Muerte RIN
(afios YGanaro
M1 Ambion 82 / Femenino Enfisama 8.6
M2 Armnbion 20/ Masculing Traumatismo Craneal 7.8
M3 Ambion 717 Masculino Accidente Vascular Cenebral 9.2
P Armbion 71 { Masculing Falta de Desarmlle a1
BD Clontech 357 Masculing Muerte sibita 15
aT Stratagena 72§ Masculing Enfarmedad Pulmonar Obstructiva Cranica | 6,8
Tejidos de Adenccarcingma Pancredtico
N* de Muestra Patologia Diferenciacidn Edad (afios)/Género RIM {tumcral) | RIN (benigno)
Tumaral
oup2 TaMxMx Modemdamente 85/ Masculino 8.2 7.0
OuUP14 TANOMx invasiva | Escasa-moderada | 71/ Masculing 748 38
QUP18 TIN 1B Buena 507 Masculino 5,6 5,6
P20 TaN1aMx hal 70/ Masculing 8,2 34
oupzy TINOMx invasiva | Moderada 85/ Masculing 33 5.8
QuUPzg T3MOMx invasiva | Escasa 63/ Masculino 8.3 7.0
OUP28 T3N1_DM;( Escasa 48 / Femenino 79 6.9
invasiva
OuP31 TINOMx Escasa 38/ Masculino 7.7 7.0
OUP33 TAN1Mx Escasa-moderada |42/ Femenino 8.1 83
QUP38 TIM1bMx Moderada 56 / Femenino 7T T.8b
OuP3ar _T:1r~11_nm;< Mod-ascasa 79/ Masculing 71 Ningdn Tejido
invasiva
OupP42 TANOMx invasiva | Moderada 78/ Femenino 6,6 F
OUP48 T:]r-.lll:_rh-'lx Moderada 61/ Masculing 8.1 4.3
invasiva
OUP4g9 T3N1_ahr1:~: Escasa-moderada |62/ Femening T8 8.6
invasiva
ouUPe TaN1bBM= Moderada 65/ Masculing 59 6,1
ouPsT TIN 1B Moderada 56/ Masculino 8.0 26
OuUP101 T2MOMx invasiva | Moderada 52/ Femenino 85 6,6
OUP105 T2W1aMx Moderada 55/ Masculino 83 89
Qup122 TaM1aMx Moderada G4 / Masculing 9,1 8,4
ouUP123 TaN1bBM= Modermada-buana 52 7 Masculing 6,4 78"
OUP135 T3MOMx Modarada 82 { Masculino 7.8 82b
OUP138 T2MOMx Maderada 50/ Masculino 6,6 G,7
Q206C0TTR(T) TINOMx Maoderadamente 49 | Masculing T2 Mingin Tajido
0206C138B(T) TINOMA Intermedia 44 | Femening &1 Mingdn Tejido

45




ES 2448 491 T3

FIG. 3

hasta un alte grado

105000542(T)

T3N1Mx

Escasamenta

73/ Femenino

7.0

73

3030800A3(T)

TIN1TMx

Moderadamente

48 / Masculing

75

Mingdn Tejido

I030396A1(T)

Tumor
mucineso
Pagilar
intraductal

58/ Masculino

73

Ningin Tejido

030401 A1(T)

Tumar
mucinoso
Papilar
intraductal

727 Masculing

89

Ningin Tejida
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FIG. 4

[Cebadores de PCR usados para amplificar los precursores de miARN humanos, p. cebadores para la secuencia precursora

primaria de miARN. Todos los demds cebadores hibiridan con horquillas presentes tanto en el precursor primario (pri-miARN) como en el

precursor pre-miARN (pre-miARN).

Amplifica . . _ _ Cm_?gnares

Gen ﬁljgtrgr:a Cebador directo (5 — 3) Cebador inverso (5 —= 37) (Directol

Inversa) *C
us si CTCGCTTCGGCAGCACA AAMCGCTTCACGAATTTGCGT 59/59
miR-001-1 3i AMACATACTTCTTTATATGCCCA TACATACTTCTTTACATTCCATAGS | 52151
miR-001-2 si ACATACTTCTTTATGTACCCATATG TACATACTTCTTTACATTCCATAGC | 50451
miR-0074 Si TEEAAGACTAGTGATTTTGTTGT AGACTGTGATTTGTTGTCGATT 52/53
miR-007-2 si TCGAAGACTAGTGATTTTGTTET AGACTGGGATTTGTTGTTGAG 52/53
miR-007-3 3i TGGAAGACTAGTGATTTTGTTET GGCTGTGACTTGTTGTCGTA 52/53
i R-009-1(p) Na GGAGGCTGCGTGGAAGAG CGTGAGGCCGGCTTTC 58/57
miR-008-2(p) No CTGGAGTCTGGCAAGAGGA, AGTCTTTCATTCTCACACGCTC 55/55
mi R-008-3(p) Ne CAGCGGCACTGGCTAAG GCTCGCACGCAGAAGTT 55/55
miR-010a b Si TACCCTGTAGATCCGAATTTGTG ATTCCCCTAGATACGAATTTGTGA (57/57
miR-015a si CAGCACATAATGETTTGTGEA GCAGCACAATATGGCCTG 56/55
miR-015k Si AGCACATCATGGTTTACATGE CTAGAGCAGCAAATAATGATTCG | 55/55
miR-016-1 si GCAGCACGTAMATATTGGCET CAGCAGCACAGTTAATACTGGAGA | 59/57
miR-016-2 Si GCACGTAAATATTGGCGTAGT AAGCAGCACAGTAATATTIGETG 54454
miR-017(p) Ne GCAGGAAALAAGAGAACATCACC TGGCTTCCCGAGGCAG 58/58
miR-018 Si TAAGGTGCATCTAGTGCAGATAG GAAGGAGCACTTAGGGCAGT 53/55
miR-01%ap) Ne CCAATAATTCAAGCCAAGCA CAGGCAGATTCTACATCGACA 55/55
miR-0186-1(p) |No CCTGTCGCCCAATCAAA CAACCTGTGTAGAAAGGGGTT 55/55
miR-0186-2(p) [No GGCACTTCCAGTACTCTTGGA GTGTGTTCACACAGACGTAGGA 56/55
miR-020 Si GCACTAAAGTGCTTATAGTGCAG GTACTTTAAGTGCTCATAATGCA | 53/51
miR-021 si GCTTATCAGACTGATGTTGACTG CAGCCCATCGACTGGTG 53/55
miR-022(p) Mo AGCAACATGCCCTGCTC TCTGTCACCTTCCAGATGATG 54/55
miR-023a si CTGGGGTTCCTGGGGAT TGGTAATCCCTGGCAATETG 57/58
miR-023b(p) Mo AAGCCCAGTGTGTGCAGAC ACCACGGTTTCTGGAGGA 56/55
miR-024-1,2 si CTCCCGTGCCTACTGAGCT CCCTGTTCCTGCTGAACTGAG 57/59
miR-025 Si TEAGAGGCGEAGACTTGE TCAGACCGAGACAAGTGCAA 56/57
miR-028a-1,2 si TTCAAGTAATCCAGGATAGGCTGT TGCAAGTAACCAAGAATAGGCC 5757
miR-026k Si TTCAAGTAATCCAGGATAGGCTGT CAAGTAATGGAGAACAGGCTG 57/54
miR-027a b si GCAGGGCTTAGCTGCTTG GGCGEAACTTAGCCACTGT 56/56
miR-028 Si GGAGCTCACAGTCTATTGAGTTACC |CCTCCAGGAGCTCACAATCT 56/56
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FIG. 4 (continuacidn)

milR-029ac i ATGACTGATTTCTTTIGETE ATAMNCCGATTTCAGATGETS 49151
milR-029k-1.2 Ha TEETTTCATATGETEGTTTA ATAMNCCGATTICAGATGETE 50/51
iR 0 30ae ] GTANMCATCCTOGEACTEEANGCT GUTECAMMCATCOGEACTEAN S8/54
milF-030a{p) ] AGETTAMNCCOAAMCAGANGECT CCTTGANGTOCEAGECAS 56/55
il 03] el p) S CCTCACTEOETOTOOET CCTETEEECACAAMCET 54154
milR-030b Ha CATGTAAACATCCTACACTCAGCT ATCCACCTODCAGCCAAT 54156
rmilR-030b{p) S GTGAATGCTETECOTETIC GLCTCTGTATACTATTCTTEOCA 54/54
miR-030c-1.2 S TETETAAACATCCTACACTCTCAS GAGTAMCAMCCCTCTCOOA 53/53
miR-030c-1p] Ha CAGTGETOAGEEECTEAT GEAGTEEAGACTETTCCTICT 55154
milR-030c2ip) Ha GACTEOCANCCOCATOCTA COTOAGAN CAMAC A EEN 57457
rmilR-030d ] GTTETTGTAAACATCCCCGAL GLAGCAMMCATCTEACTEAMNG 55/56
ril-030d{p) Ha GLTEAAGATEGATEACTEECA CTCCACTCCEEEACAGAN 55/56
milR-031p) i TEAGTETETTTTCCCTODCT GLCATEECTECTETOAS 56/56
milR-032 S GLACATTACTAAGTTGCATGTTG TATCACACACAC TASATTGCATTG 54/54
milR-033 S TETEETECATTGTAGT TE0A CTGTGATECACTETEEAMAD 56/54
milR-034a S TEECAGTETCTTAGCTEETTE GECAGTATACTTGOTGATTECTT 58/57
milR-03b Ha GLAGTGTCATTAGCTGATTETAC GATEECAETEGAGTTAGTEAT 53/53
mil-03c Ha GUAGTGTAGTTAGCTGATTGCTAR CCTEEOCETETEETTAGT 55/56
rmilR-092-1 Ha TCTACACAGETTGEEATOEE CEEEACAMGTECANTACCATA 5757
milR-092-24 Ha ATGOGTATCTCCAGCACTCA CCACCCGACAMCAGTAA 55/56
milR-093 i AANGTEOTETTOGETECAGET CTOGEEEAMETECTAGCTCA 55154
milR-095 Ha GECACTCANTAMTETCTETTEA TEOTCAATAMMTACCCETTEA 56/55
milR-096 ) Mo AGAGEANGOCCECACCAGT CTTEAGEAGEAGCNGEECT 55/54
rmilR-098 ] GETAGTAMGTTGTATTGT TGTEES TATAGTTATCTICTAAT TGEEECC 54/54
milR-099a [ TAMMOCCETAGATCOGATCTTS COACAGACACGAGCTTETE 57455
milR-0990 Ha COCACCCETAGAACCGAC CCACAGANCACGAGCTTGETET 57156
milR-100 S AMCCCETAGATCCGAMCTTS TACCTATAGATACAMGCTTGTEOE 55/55
milR-101-1 S GLOCTEEETCAGTTATCACA GLCATCCTTCAGTTATCACAGTA S7154
milR101-2 S TTTTCEETTATCATGETACC CCTTCAGTTATCACAGTACTETACT 51453
mil-103-1,2 ] GUTTCTTTACAGTGCTGLCT TTCATAGCCCTETACAATEET 54/54
rmil-105-1,2 ] CAMMTECTCAGACTOCTETEET GUACATGCTCAMACATCCOET 58/58
il 1 06 alp) Ha CTGOATGEATCTETGAGEAC AGCAGCTOA MMM GEATCAAD 55/54
milR-1 060 S TAMAGTGCTEACAG TELAGATAGTS CAAGTACCCACAGTEOGEET 57156
il 107 S CAGCTTCTITACAGTETTGLCT GATAGCCCTGTACAATEETEE 55/56
milf-108 ] GEATTTTTAGGEECATTATEAC GAGEEACTTTCAGEEECA S8/54
milF122a Mo GEAGTETEACAATEETETTTE TITAGTGTGATAATEECGETTTE 55/54
milf- 1243123 ] TCOGTETTCACAGEEEAD CATTCACCGEOGETEOCTTA 58/58
milR-125a S GTCCCTEAGACCCTTITAACC AACCTCACCTSTEGACCCTS 54154
il 12501 i GTCCCTGAGACCCTAMTTS AGOCTAMNCCOETEEATTT 52453
il 12502 S GTCCCTGAGACCCTAMTTG AAGAGLCTGACTTEGTGATET 52/51
milR-126 S TATTACTTTTGETACGCECTS GLGCATTATTACTCACGGTAC 55/54
milR- 127 S AGCCTECTEAMGCTCAGAEE GLCANGCTCAGACGEATCC 59459
i1 282 ] TEEATTCEE GEOCETAG AAAGANGACCEETTCACTETGAG 59/57
mil-1280 ] GEAMGEEEEE0CEATA AAAGAGACCEETTCACTETGAG 58/57
milR-123-2 [ CTTITTECEETCTEEE0T GCTTTTTGEEETAMGE GET 5757
il 1 30 a{p) Ha TEAGTEEECCAEEEAC GLAMTECTGAGEAGECA 54155
milR-1300 Ha CCTGTTGCACTACTATAGEOCG TEOCCTTTTAACATTGCACTS 58/57
milf-132 k= AANCCETEECTTTOEATTETTA CEACCATEECTG TAGACTETTAC S8/57
milf1 33212 S CAHGLTEETAMATGEANCCAMS ACAGCTEETTEAMGEEEAC 57156
milF-133b ] CTEETCAMCEEAMICANG ACAGCTEETTEAMEEEEAC 55/56
i1 34 ] GTGACTGETTGACCAGAG G5 GETEACTAGETEEE00CACA 57458
milR-135a-1.2 S CTATGECTTTTIATTCCTATGTGA CACGECTCCAATCOCTA 54154
il 1 350{p) Ha GLTTCTCECTTCOCTATG A TCOEAMCCTEETCOCA 54155
milR-136 S GEACTCCATTTGTITTGATGATG AGACTCATTTGAGACGATGATG G 57457
milf- 137 ] GTEADEEETATTCTTEEET GACTACGOGTATTCTTAMGC AN 33153
il 13812 ] CAGCTEETETTETGANTOAS ACCCTEETETCETEAMMTAL 5454
mil-13 S TTCTACAGTECACGTETOTOCA TACTOCAACAGEEO0EC 58/57
mil-140 i CAGTGETITTACCCTATEGETAGE CETEETICTACCCTETEETAG SE/5E
milR-141 S GTCCATCTTCCAGTACAGTETTS AGCCATCTTTACCAGACAGTET 55/54
milR-142¢p} Ha TTGEAGCAGEASTCAG GA CECCGAGEAMGATEET 54154
milR-143 S TEAGETEEASTGOTECATC GLTACAGSTGCTTICATCTCAGACTC 58/56
milf-144 S GUTEEEATATCATCATATACTG CEEACTAGTACATCATCTATACTG 5049
mil145p) Mo GEATEEAGANEAEAACTOCA, CCTCATOCTETEAGICAS 4453
mil-146 ] TTGAGAACTEAATTCCATGE GUTEAAGMACTGARTT TCAGAG s2'52
milR-147 Ha CTAMMGACAMCATTTCTECACAC ATCTAGCAGAMNGCATTTOCAC 5353
il 1 48a{p) S GAGEAMG ACAGCACETTTGET AANGELEENEOEACET S&'58
il 1 £8b{p) S TCTETCTAMAGTCACCCAATCTC TCTATTCTTCCCTOCCACTC 5252
milf-143 S CTEECTOOETETCTTOAST AGCACAGLOCCCETCC ]
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miR-150 Si GTCTCCCAACCCTTGTACCAG TGTCCCCCAGGCCTGTAC 57/58
mik-151 S CTCGAGCAGCTCACAGTCTAL  |GTCCTCAAGGAGCTTCAGTC 53/53
mik-152 S COCCAGCTTCTCTGATACACT COCAAGTTCTGTCATGCAC 55/53
mik-1531.2 S CATTTITGTGATCTGCAGCTAGT |TCACTTTTGTGACTATGCAACTG S5/54
miR-154 S TAGGTTATCCOGTGTTGCCTT AATACCTCAACCCTGTATCGATTC £4/54
miR-155 Mo GTTAATGCTAATCGTGATAGGSE |GCTAATATGTAGGAGTCAGTTGEA | 52/53
mik-181a.c Si AACATTCAACGCTGTCGGT CAGTCAACGGTCAGTGGTTT 55/55
mik-1816-1.2 S AACATTCAACGCTGTOGET TTGCATTCATTGTTCAGT GAG 25/93
mik-182 S TTTGGCAATGGTAGAACTCAC CTTGGCAAGTCTAGAACCACC 24/55
miR-183 S CTATCGCACTGOTAGAATTCAC |ITATGGCCCTTCGGTAATTC 53/54
miR- 184 Si CTTATCACTTTTCCAGCCCA CCTTATCAGTTCTCOGTCCA o454
mik-185 Mo COAGAGAMMGGCAGTTCCTG COACCAGCAGGAMMGCCAD 55/54
miR-186(0 Mo CACCCATCATATTCTTCCCA GACATTCACATGCTTCAGGTAG o454
mik-187 Si CTCGGGCTACAACACAGGA GCTGCAACACAAGACACGA 56/55
miR-188{p) Mo CCATATGTCGT GO CAAGAGA CACATGCACAAGAGAGCALG 56/54
mik- 1590 S GTGATATGTTTGATATATTAGGTT [GGAATATGTTTIGATATATAGTTGG 49049
mik-191 Mo CCAACCCAATCCCAAAAG CACGAAATCCAAGCGOA 55/55
mik-182 Mo CTGACCTATGAATTGACAGCC TGACCTAT GGAATTGGCAG S4/53
mik-193 Si GTCTTTGCGGELGAGAT AACTGGGACTT TG TAGGCCA 56/56
miR-1594-1.2 Mo TGTAACAGCAACTCCATGTG TAACAGCATCTCCACTGGAA 52/53
miR-1950 Mo COAGTCITTGTTGOCCACA GGCTCAGCCCCTCCTO 26/55
mik-19%6a-1 Mo TAGGTAGTTTCATCTTGTIGEE  ATCGOOTGGTTTAATGTTG 2352
mik-196a-2 Si TAGGTAGTTTCATGTTIGTTIGEE  |CAGTTTCTTGTTGOCGAGTT S3/54
miR- 1960 S TAGGTAGTTTCATGTTGTTIGEE  |AGGCAGTGTCGTGCTGT 23/52
miR-187 S CTOTGCCGGGTAGAGAGE ATGCTCGOTGEAGAMGGT 55/54
mik-198 Mo GETCCAGAGGGGAGATA TTTATTCTATAGA GAAGAAGGAAN 49/48
miE-19%-Iol  |Si CTCCTGCTITCCTTGGCT COTGETCEAAAATGACACTC 04754
mik-19%-2{p] |MNo GGAGGCTITTCCT GAGGAC CCCTAGTGTGCAAMAACCTET S4/85
i B= 1990 o) Moy CACCGGATGGACAGACA CGGTCCAGCTCTCCAGT 53/53
miR-200aip Moy TTCCACAGCAGCCCCTG GATGTGCCTCGGTGGETGT 58/56
miR-200b S CATCTTACTGGGCAGCATTG GTCATCATTACCAGGCAGTATTAG  |55/54
miR- 200 S CTCGTCTTACCCAGCAGTGT CTCATCATTACCAGGCAGTATTAG  |54/54
miR-203 S TCCAGTGGTTCTTAACAGTTCA |GGTCTAGTGGTCCTAAMCATTTC 24/53
miR-204 S CCCTTTGTCATCCTATGCCT GTCCCTTTGCCTTOCCA, 25/55
miR- 205 Si CCTTCATTCCACCGGAGT CAACTTCACTCCACTGAMATCTG 54/54
miR-206 S ACATGCTTCTTTATATOCCOA AAMCCACACACTTCCTTACATTC 2354
miR-208 S AGCTTTTGGCCCGGETT CCAMCAAGCTTTITGCTCGTC 29/59
mik-210 S CCTGCCCACCGCACACT AGCCGCTGTCACACGTA G060
mik-211 S CCTTTGTCATCCTTCGOCT CCCCTTTGCTGTCCCTG 26/56
miR-212 Si CACCTTGGCTCTAGACTGCETT GCCGTGACTGGAGACTGTTA 55/55
mik-213 S GAACATTCAACGCTGTCGGT GTACAATCAACGGTOGATGET 51/56
mik-214 Si TCTGCCTGTCTACACTIGCTG TGACTGCCTGTCTGTGCCT 55/56
mik-215 Mo ATCGACCTATCGAATTGACAGACAA |TTGGCCTAAAGAMATGACAGAC 53/55
mik-216 S TGGCTTAATCTCAGCTGGCA TCAGGECTAGGAAATTGCTCT S8/58
miR-217 S CATACTGCATCAG GAACTCATTG |GOCAATGCATT AGGAACTCAT 55/55
mik-2181.2 S CTGCTTGATCTAACCATGTGGET |[GTGCTTGACGGAACCATGTT 25T
mik-218-1.2 Si TCCTGATTGTCCAAACGCAA GGGACGTCCAGACTCAACTCTC 59/59
miR-220 S CCACACCGTATCTGACACTTT CAGACCGUATCATGAACAT o454
mik-221 S CCTGGCATACAATGTAGATTTCT |AAACCCAGCAGACAATGTAGCT 27/57
miR-222(0 Mo CCCCAGAMGE CAMN GOAT CTCTCTCAGCACACT CAAGCAG 56/56
miR-223 S COGTGTATTTGACAAGCTGAGT |TCOGGTATTTGAC A6 ACTGAC A 26457
miR-224 Si GGCTTTCAAGTCACTAGTGGTTC |CTTTGTAGTCACTAGGGCACCA 56/56
miR-256 S CCCCCCCTCAATCCTGT GLAGAGCCTCCACCCAAC 57/57
mi -2 95%0n) Iy ACCACCATOETGOGETA GITTEEATEEOTEEEET 5A5/55
miR-301 Si GCTCTGACTTTATTGCACTACTG |GCTTTGACAATACTATTGCACTG 53/53
miR-302 S CCACTTAAMMCGTGEATGTACTTG |TCACCAAAACATGGAMNGCAC 25/56
miR-302h S CAACTTTAACATCCAAGTGCTTT |CCTACTAAMACATGCAAGCACTTAC |54/55
miR- 303 i) CCTTTAACAT GGG GETACCT TCACCAM MCATGEAAGTAC S4/56
miR-302d S TCTACTTTAACATGGAGGCACTT |TCACCAAAACATGGAAGCAC S4/56
i R 320 Si CGCCITCTCTTCCOGGT TTCGCCCTCTCAACCCA 5757
miR-321 Si CTAAGCCAGGGATTGTGEE CTTTACCCCGEETGEE 57/56
mik-323 Si AGAGGTGGTCCGTIGGEG GAGGTCGACCGTGTAATGTGE 59/59
miR- 3240 S CATTCCTGTCTCTCTTOGEA TCCGGCTTTCTTCCCAG 26/56
miR-325 S CCTAGTAGGTGTCCAGTAAGTGT |GATAGGAGGTCCTCAATAMACA, 21452
iR 32601 Mo CCOCACTCCCATCAAGAR CTGCAAGCTOAAGCTGCAT 55/55
miR-328 Si GAGGGECTCAGE GAGAAAG GGACGGAAGGE CAGAGA 57/56
miR-330 S CTGGGCCTGTGTCTTAGGCT TCCAGGLCGTGTGCTTT 58/58
miR-331 {0 i) CAGCTCAAMGCACTCCCAA CACACTCTTGATGTTCCAGGA 25/55
miR-335 Si GTCAAGAGCAATAACGAAAAATG |GAGGTCAGGAGCAATAATGAA 55/53
miR-337 Mo ACGGCTTCATACAGGAGTTG GGCATCATATAGGAGCT GGA 54754
miR-338 S CCAACAATATCCTGGTGCTGAG  |CAACAAAATCACTGATGCTGGA S8/57
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miR-338 S TCCCTGTCCTCCAGGAGCT TCTGTCGTCGAGGCGCT 58/58
miR-340 Si ATAAAGCAATGAGACTGATTGTC GGCTATAMMGTAACTCAGACGGA | 52/64
mik-342 S CIGCTATCTGTGAT TGAG GGA CEGGTGOGATTTCTGTG 24/55
miR-345 Mo CTGACTCCTAGTCCAGGGCT CTCCAGACCCCTCGTTCA 55/56
miR-346 Mo GCATGCCTGOCTCTCTGT TG TGCCCAGGCAGCTGCA 61461
miR:-361 Si CTTATCAGAATCTCCAGGGGTAC  |GCAAATCAGAATCACACCTG 55/53
miR-367 S CTGTTGCTAATATGCAACTCTG CACCATTGUTAAAGTGCAAT 22/93
mik- 368 S GOTGEATATTCCTTCTATGTITATG |AACGTGGAATT TCCTCTATGTT 24/53
miR- 369 Mo GCAGATCGACCGTGTTATATTC CAMACGATCAACCATGTATTATTC | 54/55
miR-370 S GETCACGTCTCTGCAGTTACA ACCAGGTTCCACCOCAG 25/55
miR-371 S TCAAACTOTCO GGG OACTT ACACTCAAMACATCGOGEE SB/5T
miR-372 Si GCCTCAAATGTGGAGCACTATT TCAAATGTCGCAGCACTTITC 57/56
miR-373 i) CTCAAAATG GGG GOGETT CACCCCAAMATCGAAGCACT 60/ 55
miR-374(0] i3 CCCCTCAAG GAGCTCACAGT CACCCCCTOOCAMGAMATTT SH/50
miR-375 S ACGAGCCCCTCGCACA CCTCACGOGAGOCGAAC SH/60
miR-376a Si GGTAGATTCTCCTTCTATGAGTAC |ACGTGGATTTTCCTCTATG 49749
miR-377 S CAGCACAGGTTGCOCOCTTG ACAAAAGTTGCCTITGTGTGA 25/95
miR-378 S CTCCTGACTCCAGGTCCTGT COCTTCTGACTCCAAGTCCA 25/56
miR-37% S AGACATGGTAGACTATGOAACGT |CTGGACCATCTTACATAGGTCAG | 53/55
miR-380 S GATGGTTGACCATAGAACATG GATGTGGACCATATTACATACGA | 553
rmik-381 Si AGCGAGGTTGCCCTTTG ACAGAGAGCTTGCCCTTGTATA | 56/55
miF-382 S CGAAGTTGTTCGTGETGGATTC AAGTGTTGTCCGTGAATGATTC | S6/55
miR-383 S CAGATCAGAAGCTCATTGTGGCT [TTCTCACCAGGCAGTGCTGT 2958
miF- 384 i3 CAATTCCTAGACAATATCTATAATG |CTCATTCCTACAAATTGTTCATA | 49/50
miR-4220 S TCCTGACTCCAGGTCCTGT CGCCTTCTGACTCCAAGTC 24/53
miR-433 Si TGA GGG CAGAGAGCGA GAGGGGCCTCAGACCGA 58/58
miR-424 S AGCAGCAATTCATGTT TTGAAG GCAGCGCCTCACGTTTT S6/5T
miR-425 Si ATGACACGATCACTCCCGTTG GGGCGGACACGACATTC 5957
|etfa-| S AGGTACTAGGTTGTATAGTTTITAGS [TAGGAAAGACACTACATTGTATA | 49/48
letfa-loT i) CCTGGATGTITCTCTTCACTG GCOCTGGATGCAGACTTTTCT G0/60
lat?a-2 Si GAGGTAGTAGGTTGTATAGTTITAG |AAAGCTAGGAGGCT GTACA 4949
let7a-2(pl” S TTCCAGCCATTGTGACTGCA CTCACCATGTTGTITAGTGC 6058
let?a-3 Si GAGGTAGTAGGTTGTATAGTTTGE |GGAAAGACAGTAGATTIGTATAGT | 50/48
letTa- 3ol* i3 ACCAAGACCCACTGOOCTTT CTCTGTCCACCGUAGATATT 62160
Jet T S TCAGGTAGTAGGTTGTGTGET COAAGGCAGTAGGTTGTATAG 21/50
fet bl o S CCTCCCGCAGTGUAAD CATGOGLTCOTGTCACTG 06/55
letfc S TTGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT  |GGAMMGCTAGAAGGTTGTACAG | 51/52
letfcip) Si TTGEAGGAGC TGACTGAAGA AAGAATTCCTCGACGGCTC 55/56
letd S AGCTTGCATAGTTTTAGGGCA AN GECAGCAGCTCGTATAGT 2553
letTdin i) GCCAAGTAGAAGACCAGCAMG CAAGGAAACAGGTTATCGGTG 26/56
fetTe S CAGGTAGGAGGTTGTATAGTTGAG |CAMMGCTAGCAGGCCGTATAG 52/54
let? el ol Mo CTGTCTGTCTGTICTGTC AGAAAAGAGCOCGGCTCTT S7/57
bt 71-1 Si GATTGTATAGTTGTGGEGTAGTSE  |GGGAAGGCAATAGATTGTATAG | 52/51
let7f-1(p)” Si TGTACTTTCCATTCCAGAAG TAATGCAGCAAGTCTACTCC 56/58
letif-2 S GETAGTAGATTGTATAGTT TTAGGG |G GGAAAGACAGTAGACTGTATAG | 49/50
fet Ff-2o0” S TEAAGATGEACACTGGTGCT CACTCGOAGAACAAMGTGTALC G050
letfa S CGTAGTAGTTTGTACAGTITGAGGEG |GGCAGTGGOCTGTACAGT 22153
letTalnd Mo AGCGCTCCGTTTCCTTIT CCCCACITGGCAGCTG 26/55
lat?i Si TGTGCTGTTGGTCGGGET GCAGTAGCTTGCGCAGTT 55/54
letTiip) S CGAGGAAGGACGGAGGA GCTGAGCATCACCAGCAC 56/55

* Secuencia de cebador idéntica a la indicada en Takamizawa, J., H. Konishi, K Yanagisawa, 5. Tomida, H. Osada, H.
Endeh, T. Harano, ¥. Yatabe, M Magine, Y. Nimura, T. Mitsudomi, v T. Takahashi, Reduced expression of the lety
rmicroRMNAS in human lung cancers in association with shorened postoperative survival. Cancer Res, 2004, 64 (11): p.
3753-6.
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 11
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FIG, 13

Validacién de expresién de mis RN maduro y precursor,

Validado midEN madure Tasa de cambio Valor de P miARN precursores  Tasa de cambio Valor da P
Si letTh 1,35 0,005587 let-Th 217 0007128
S let?d 3,49 1,19E09 let-Td 410 0,000186
Si let?f 117,82 0,054908 let-TF a62 000032

let-Ti-2 1.3 027685
Si letTi 7,94 2, 48E-09 let=7i 434 0000131
gi MIR-015a 2M 2, ME-10 MIR-015a 215 0,009189
Si MIR-0150 3,47 BHE-12 MIR-0150 3,30 0,000341
3 MIR-016 2,63 Z2TE08  MIR-D16-1 4,39 - 0000433
MIR-016-2 2,16 0,002543
Mo MIR-019b 2,81 IMELE MIRO19D-1P 11,81 - 0,000181
MIR-019b-2-P 1,11 0785105
Si MIR-021 11,08 4, ME-10 MIR-021 8,92 2 TAED6
i MIR023a 844 4 BIE08 MIR-023a 3,20 2 6OE06
Si MIR-024 4,41 2, BIEQ9 MIR-024-1,2 3,03 6,22E-05
S MIR-100 8,69 1,2E-08 MIR-100 14,04 0,000353
S MIR-125b 5,83 J69ED6  MIR-1250-1 9,56 0,0007 14
MIR-125b-2 3,07 0,034242
i MIR-132 3,80 1,46E07 MIR-132 5,00 0,001135
Mo MIR-142-3P 11-34 1,30E-06 MIR-142-P -10,88 0,001167
Mo MIR-142-5P 10,11 4 45E-08
Si MIR-155 14,1 2 4TEDE MIR-155 13,31 0,000638
S MIR-181a 13,28 5,23E-10 MIR-18la,c 6,61 0, 00044
S MIR-181c 3,07 1,68E-08
gi MIR-212 4 54 7 1E-D8 MIR-212 853 0,002368
gi MIR-221 6,00 1,66E-08 MIR-221 10,63 730E-05
si MIR-301 6,08 7, 89E-10 MIR-301 453 0,000105
Mo MIR-328 2,78 0, 000187 MIR-328 10,19 0,000293
Mo MIR-331 4 45 &, T5SE-09 MIR-331-P -14,55 0000639
Mo M1R-345 6,34 1,07E08 MIR-345 -21,00 2 TAED6
i MIR-375 333 O 47E-D8 MIR-375 7,33 B02E-05
& MIR-376a 428 1,16E06 MIR-378 4,05 0,000308

El andlisis de PCR en tiempo real se realizé en cada una de las muestras que se enumeran n la Figura 6 (6 pancreas
nomales, 16 adenccarcinomas de pancreasy 10 tefidos benignos adyacentes ).
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FIG. 15
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FIG. 16
miARN Tasa de cambio valor de P miARN Tasa de cambio valor de P

miARN con expresién reducida en cancer

haa-miR-148a -5 08 0,0018
haa-miR-21&* ND* 005
has-miR-217 -10.5 0,0001
haa-miR-375 -284 0,003 5
haa-miR-377 -6.21 00027

* Expresion en todos bos tumores igual & ceno
miARN con expresion aumentada en cancer

haa-bet-Tc 440 001328 haamiR-181a 845 000018
hazdet-Td 449 00000 haamiR-181b 386 001449
haalet-Te 407 000002 haa-miR-181c 508 000021
haadet-Tf 3497 0DO2ER haamiR-181d 4,32 00001
haadet-Tg 252 00001 hsa-miR-183 211 004425
hazdet-Ti 774 000000 hsz-miR-186 4,45 000084
haa-miR-0re 442 00120 has-miR-189 355 001402
haa-miR-010a 433 00023 haa-miR-190 281 001972
haa-miR-0100 5% 000001 haa-miR-191 4,81 000020
haa-miR-015a 3% 000000 haa-miR-192 3x 002378
haa-miR-016 43 000059 hsa-miR-193 4,90 000003
haa-miR-017-3p 254 000212 haa-miR-194 554 001875
haa-miR-017-5p 4.3 000000 haa-miR-145 4,15 000851
haa-miR-018 508 000002 haa-miR-196a 381 001050
haa-miR-030 2ra 000004 haa-miR-180a* 152 000019
haa-miR-021 TAS 000002 haa-miR-199 Bag 000241
haa-miR-0Z2 488 000004 haa-miR-200a 316 003848
haa-miR-023a 102 000000 haa-miR-2000 413 0,005889
haa-miR-0230 281 000551 haa-miR-203 104 002508
haa-miR-024 6.3 000017 h=a-miR-210 43,4 0,03159
haa-miR-026a 330 00083 hea-miR-212 5,05  0,000a2
haa-miR-02Ta 4,3 00000 haa-miR-213 A 000012
haa-miR-02Th 280 001114 haa-miR-214 82 0,00132
haa-miR-028 23 00375 haa-miR-218 282 0045943
haa-miR-0250 348 000080 haa-miR-221 3,20 0,00081
haa-miR-{30e-3p 238 000543 haa-miR-2x2 103 0,00021
haa-miR-031 3T 00ES haa-miR-223 102 0,00473
haa-miR-{da 383 000043 haa-miR-2 96 204 0,00102
haa-miR-03b 381 00087 haa-miR-301 108 0,00000
haa-miR-03dc 445 001815 haa-miR-324-3p 837 0,00013
haa-miR-0dd 581 000005 haa-miR-324-5p 4,45 00FEED
haa-miR-0a8 307 00000 haa-miR-330 282 0021
haa-miR-0dds 114 000284 haa-miR-331 a8 000126
haa-miR-0dgh 220 001280 haa-miR-338 248 00590
haa-miR-100 105 000125 hsa-miR-339 240 00102
haa-miR-101 457 0,00051 s -miR-340 4,16 000085
haa-miR-103 288 000145 hEa-miR-34 2 842 000000
haa-miR-1060 533 000005 haa-miR-245 281 000DEE
haa-miR-125a 214 0DITER haa-miR-346 S48 001574
haa-miR-1250 BEz 000438 haa-miR-361 344 0,000a0
haa-miR-126 373 0,018 haa-miR-370 44T 0,00002
haa-miR-126" 300 0,00745 h=a-miR-372 344 000027
haa-miR-127 574 0,00077 haa-miR-374 484  0,00018
haa-miR-130a TOT 000028 haa-miR-37T6a a2 00021
haa-miR-132 530 000110 haa-miR-3T8 208 000828
haa-miR-1350 438 0,00168 hsa-miR-37T9 3,60 0,00033
haa-miR-140 S0 000208 haa-miR-382 3,48  0,00008
haa-miR-142-3p TA1  0,00000 haa-miR-42X 224 0,00849
haa-miR-142-5p 881 0,00004 haa-miR-423 288  0,00002
has-miR-143 501 000181 e a-miR-d 25 4,52 000007
haa-miR-145 6,02 000203

haa-miR-146 124 0,00000

haa-miR-1480 657 000012

haa-miR-1480 287 000116

haa-miR-1449 434 001779

haa-miR-150 6,82 003051

haa-miR-152 315 0DO38T

haa-miR-155 196 000001
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