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DESCRIPCION
Métodos y composiciones basadas en microARN para el diagnéstico y el tratamiento de canceres sélidos
Antecedentes de la invencién

El cancer, el crecimiento incontrolado de células malignas, es un problema de salud importante de la era médica
moderna y es una de las principales causas de muerte en los paises desarrollados. En los Estados Unidos, una de
cada cuatro muertes esta provocada por cancer (Jemal, A. et al., CA Cancer J. Clin. 52: 23-47 (2002)). Entre los
canceres, los que surgen de érganos y tejidos solidos, conocidos como canceres solidos, conocidos como canceres
sélidos (por ejemplo, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de estémago, cancer de préstata,
cancer pancreatico) estan entre los canceres humanos mas habitualmente identificados.

Por ejemplo, el cancer de préstata es el tumor maligno no cutdneo diagnosticado mas frecuentemente entre
hombres en paises industrializados y, en los Estados Unidos, 1 de cada 8 hombres desarrollaran cancer de préstata
durante su vida (Simard, J. et al., Endocrinoloy 143(6): 2029-40 (2002)). La incidencia del cancer de préstata ha
aumentado drasticamente durante las ultimas décadas y el cancer de préstata es ahora una causa principal de
muerte en los Estados Unidos y en Europa Occidental (Peschel, R. E. y J. W. Colberg, Lancet 4: 233-41 (2003);
Nelson, W. G. et al., N. Engl. J. Med 349(4): 366-81 (2003)). Los hombres con cancer de prostata estan afectados
por una reducciéon media de 40 % en la esperanza de vida. Si se detecta de forma temprana, antes de la metastasis
y propagacién local mas alla de la capsula, el cancer de prostata puede con frecuencia curarse (por ejemplo, usando
cirugia). Sin embargo, si se diagnostica después de su propagacién y metastasis de la prostata, el cancer de
prostata es normalmente una enfermedad letal con tasas de curacién bajas. Aunque la exploracion basada en
antigeno especifico de préstata (PSA) ha ayudado al diagnéstico temprano del cancer de préstata, no es ni
altamente sensible ni especifico (Punglia et al., N. Engl. J. Med 349(4): 335-42 (2003)). Esto significa que se asocia
con el ensayo un alto porcentaje de diagnésticos de falso negativo y falso positivo. Las consecuencias son tanto
muchos casos de canceres pasados por alto como biopsias de seguimiento innecesarias para las personas sin
cancer.

El cancer de mama sigue siendo la segunda causa principal de muertes relacionadas con cancer en mujeres,
afectando a mas de 180.000 mujeres en los Estados Unidos cada afio. Para las mujeres en Norteamérica, las
probabilidades en tiempo de vida de tener cancer de mama son ahora de una de cada ocho. Aunque el
descubrimiento de BRCA1 y BRCA2 fueron etapas importantes en la identificacion de factores genéticos clave
implicados en cancer de mama, se ha hecho evidente que las mutaciones en BRCA1 y BRCA2 representan
solamente una fraccion de la susceptibilidad heredada a cancer de mama (Nathanson, K. L., et al., Human Mol. Gen.
10(7): 715-720 (2001); Anglican Breast Cancer Study Group. Br. J. Cancer 83(10): 1301-08 (2000); y Syrjakoski, K.,
et al., J. Natl. Cancer Inst. 92: 1529-31 (2000)). A pesar de investigacion considerable sobre terapias para cancer de
mama, el cancer de mama sigue siendo dificil de diagnosticar y tratar eficazmente, y la alta mortalidad observada en
pacientes con cancer de mama indica que se necesitan mejoras en el diagnéstico, tratamiento y prevencién de la
enfermedad.

Excluyendo cancer de piel, el cancer colorrectal, es el tercer cancer diagnosticado con mas frecuencia en los
Estados Unidos y Canada (después de pulmon y mama en mujeres, y pulmon y prostata en hombres). La Sociedad
Americana del Cancer estima que habra aproximadamente 145.000 casos nuevos de cancer colorrectal
diagnosticados en los Estados Unidos en 2005 (Cancer Facts and Figures 2005. Atlanta, GA: American Cancer
Society, 2005. Disponibles en wvw.cancer.org/docroot/STT/stt_0.asp, accedida el 19 de diciembre de 2005). El
cancer colorrectal es la segunda causa principal de muerte por cancer entre hombres y mujeres en los Estados
Unidos y Canada (después del cancer de pulmon).

La incidencia anual del cancer pancreatico es casi equivalente a la mortalidad anual, que se estima que es de
31.860 y 31.270, respectivamente, en los Estados Unidos en 2004 (Cancer Facts and Figures 2004. Atlanta, GA:
American Cancer Society, 2004. Disponible en www.cancer.org/docroot/STT/stt_0_2004.asp, accedida el 21 de
agosto de 2005). Los pacientes con cancer pancredtico localmente avanzado y metastasico tienen diagnosticos
negativos, y el diagnéstico generalmente se realiza demasiado tarde para que la cirugia o la radioterapia sea
curativa (Burr, H. A., et al., The Oncologist 10(3): 183-190, (2005)). La quimioterapia puede proporcionar alivio de los
sintomas para algunos pacientes con cancer pancreatico avanzado, pero su impacto en la supervivencia ha sido
moderado hasta la fecha.

En los Estados Unidos, se diagnostica a mas de 20.000 individuos cancer de estémago (gastrico) cada afio. La
Sociedad Americana del Cancer estima que habra 22.710 casos nuevos de cancer colorrectal diagnosticados en los
Estados Unidos en 2004 (Cancer Facts and Figures 2004. Atlanta, GA: American Cancer Society, 2004. Disponible
en wwv.cancer.org/ docroot/ STT/stt_0_2004.asp, accedida el 21 de agosto de 2005). Debido a que el cancer de
estébmago puede aparecer sin sintomas, puede estar en estadios avanzados en el momento en que se realice el
diagnostico. Después el tratamiento se dirige a aumentar la comodidad del paciente y mejorar su calidad de vida.
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El cancer de pulmén provoca mas muertes en todo el mundo que cualquier otra forma de cancer (Goodman, G. E.,
Thorax 57: 994-999 (2002)). En los Estados Unidos, el cancer de pulmoén es la causa principal de muerte por cancer
tanto en hombres como en mujeres. En 2002, la tasa de muerte de cancer de pulmén fue una estimacion de 134.900
muertes, que excede el total combinado de cancer de mama, préstata y colon. Misma referencia. El cancer de
pulmén también es la causa principal de muerte por cancer en todos los paises Europeos, y los nimeros de muertes
relacionadas con cancer de pulmén estan aumentando rapidamente también en los paises en desarrollo.

La tasa de supervivencia a cinco anos entre todos los pacientes de cancer de pulmén, independientemente del
estadio de la enfermedad en el momento de diagnéstico, es solo de aproximadamente 13 %. Esto se diferencia de
una tasa de supervivencia a los cinco afios de 46 % entre casos detectados cuando la enfermedad aun esta
localizada. Sin embargo, solamente 16 % de los canceres de pulmén se descubren antes de que la enfermedad se
haya propagado. La deteccidén temprana es dificil ya que los sintomas clinicos con frecuencia no se observan hasta
que la enfermedad ha alcanzado un estadio avanzado. A pesar de la investigacion sobre terapias para este y otros
canceres, el cancer de pulmén sigue siendo dificil de diagnosticar y tratar eficazmente.

Claramente, la identificacion de marcadores y genes que son responsables de la susceptibilidad a formas
particulares de cancer sélido (por ejemplo, cancer de préstata, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de
estébmago, cancer de colon, cancer pancreatico) es uno de los principales retos a los que se enfrenta la oncologia en
la actualidad. Existe la necesidad de identificar medios para la deteccion temprana de individuos que tengan una
susceptibilidad genética al cancer de modo que puedan instituirse regimenes de exploracién e intervencion mas
agresivos para la deteccién y tratamiento temprano del cancer. Los genes de cancer también pueden revelar rutas
moleculares clave que pueden manipularse (por ejemplo, usando farmacos de peso molecular grande o pequefio) y
pueden conducir a tratamientos mas eficaces independientemente del estadio de cancer cuando se diagnostique por
primera vez un cancer particular.

Los microARN son una clase de ARN no codificantes, pequefios que controlan la expresion génica que hibridan con,
y desencadenan la represion de la traduccion o, menos frecuentemente, la degradacion de una diana de ARN
mensajero (ARNm). El descubrimiento y estudio de los miARN ha revelado mecanismos reguladores de genes
mediados por miARN que desempefian papeles importantes en el desarrollo de los organismos y diversos procesos
celulares, tales como diferenciacion celular, crecimiento celular y muerte celular (Cheng, A. M., et al., Nucleic Acids
Res. 33: 1290-1297 (2005)). Estudios recientes sugieren que la expresion aberrante de los miARN particulares
puede estar implicada en enfermedades humanas, tales como trastornos neurolégicos (Ishizuka, A., et al., Genes
Dev. 16: 2497-2508 (2002)) y cancer. En particular, se ha descubierto expresién errébnea de miR-16-1 y/o miR-15a
en leucemias linfociticas cronicas humanas (Calin, G. A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99: 15524-15529
(2002)). Lu J et al (Nature 435 7043:834-838 (2005)) describen el uso de un método citométrico para la elaboracion
de perfiles de expresion de miARN para presentar un analisis de expresion sistematico de 217 miARN de mamifero
procedentes de 334 muestras, incluyendo multiples canceres humanos. Lu J et al. observaron que los perfiles de
miARN reflejaban el linaje de desarrollo y el estado de diferenciacion de los tumores y observaron una regulacion
negativa general de los miARN en tumores en comparacion con tejidos normales. Ademas, Lu J et al fueron capaces
de clasificar de manera satisfactoria tumores poco diferenciados usando perfiles de expresion de miARN.

El documento WO 2005/118806 divulga métodos y composiciones para aislar, enriquecer y/o marcar moléculas de
miARN y para preparar y usar matrices u otras técnicas de deteccion para el analisis de miARN. Ademas, el
documento WO 2005/118806 se refiere a métodos y composiciones para generar perfiles de miARN y emplear
dichos perfiles para aplicaciones terapéuticas, diagnésticas y pronésticas.

He et al., investigaron el papel de los genes de miARN en el carcinoma tiroideo papilar (PTC). He et al identificaron
un conjunto de cinco miARN para distinguir entre PTC vy tiroides normal, tres de los cuales estaban regulados
positivamente en el PTC (miR-221, miR-222 y miR-146).

Ciafré et al. examinaron los niveles de expresién global de 245 miARN en el glioblastoma multiforme. Ciafré et al.
identificaron un grupo de cinco miARN que estan alterados de manera significativa en el glioblastoma, incluyendo
miR-221, que esta regulado positivamente en el glioblastoma. La Tabla 1 de Ciafreé et al. también identifica a miR-
221 como regulado negativamente en la leucemia linfocitica crénica.

Felli et al. divugan que, en la eritropoyesis, la regulacion negativa de miR-221 y miR-222 desbloquea la produccion
de la proteina kit a nivel traduccional, dando por lo tanto lugar a la expansién de células E tempranas.

Claramente, existe una gran necesidad en la técnica de métodos mejorados para detectar y tratar canceres solidos
(por ejemplo, cancer de prostata, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de estémago, cancer de colon, cancer
pancreatico). La presente invenciéon proporciona nuevos métodos para el diagnéstico y tratamiento de canceres
sélidos. También se divulgan composiciones para el tratamiento de canceres sélidos.
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Sumario de la invencion

La presente invencion se basa, en parte, en la identificacién de miARN especificos que tienen niveles de expresion
alterados en canceres sélidos particulares.

En consecuencia, la invencion abarca métodos para diagnosticar si un sujeto tiene cancer de colon, pancreas o
estébmago. De acuerdo con los métodos de la invencién, el nivel de al menos un producto génico de miR-21 en una
muestra de ensayo del sujeto se compara con el nivel del producto génico de miR correspondiente en una muestra
de control. Una alteraciéon (por ejemplo, un aumento, una reduccion) en el nivel del producto génico de miR en la
muestra de ensayo, en relacion con el nivel del producto génico de miR correspondiente en una muestra de control,
es indicativa de que el sujeto tiene cancer de colon, pancreas o estémago.

También se desvelan métodos en los que el al menos un producto génico de miR medido en una muestra de ensayo
se selecciona del grupo que consiste en miR-21, miR-191, miR-17-5p y combinaciones de los mismos. Como
alternativa, el al menos un producto génico de miR medido en una muestra de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-
146, miR-155, miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-25, miR-221, miR-106a y
combinaciones de los mismos.

También se desvelan métodos en los que el cancer sélido es cancer de mama o cancer de pulmén y el al menos un
producto génico de miR medido en una muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en miR-210, miR-
213 y una combinacion de los mismos.

También se desvelan métodos en los que el cancer sélido es cancer de colon, cancer de estébmago, cancer de
prostata o cancer de pancreas y el al menos un producto génico de miR medido en una muestra de ensayo es miR-
218-2.

También se desvelan métodos en los que el cancer sélido es cancer de mama y el al menos un producto génico de
miR medido en una muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en miR-125b-1, miR-125b-2, miR-145,
miR-21 y combinaciones de los mismos. Como alternativa, el cancer sélido es cancer de mama y el al menos un
producto génico de miR en una muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en miR-21, miR-29b-2,
miR-146, miR-125b-2, miR-125b-1, miR-10b, miR-145, miR-181a, miR-140, miR-213, miR-29a prec, miR-181b-1,
miR-199b, miR-29b-1, miR-130a, miR-155, let-7a-2, miR-205, miR-29¢c, miR-224, miR-100, miR-31, miR-30c, miR-
17-5p, miR-210, miR-122a, miR-16-2 y combinaciones de los mismos.

En una realizacion, se usa miR-221 y al menos un producto génico de miR en una muestra de ensayo se selecciona
del grupo que consiste en miR-24-1, miR-29b-2, miR-20a, miR-10a, miR-32, miR-203, miR-106a, miR-17-5p, miR-
30c, miR-223, miR-126*, miR-128b, miR-21, miR-24-2, miR-99b prec, miR-155, miR-213, miR-150, miR-107, miR-
191, miR-9-3 y combinaciones de los mismos para diagnosticar el cancer de colon.

También se desvelan métodos en los que el cancer soélido es cancer de pulmoén y el producto génico de miR en una
muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en miR-21, miR-205, miR-200b, miR-9-1, miR-210, miR-
148, miR-141, miR-132, miR-215, miR-128b, let-7g, miR-16-2, miR-129-1/2 prec, miR-126*, miR-142-as, miR-30d,
miR-30a-5p, miR-7-2, miR-199a-1, miR-127, miR-34a prec, miR-34a, miR-136, miR-202, miR-196-2, miR-199a-2, let-
7a-2, miR-124a-1, miR-149, miR-17-5p, miR-196-1 prec, miR-10a, miR-99b prec, miR-196-1, miR-199b, miR-191,
miR-195, miR-155 y combinaciones de los mismos se usa para diagnosticar cancer de pulmoén.

También se desvelan métodos en los que el cancer solido es cancer pancreatico y el al menos un producto génico
de miR medido en una muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en miR-103-1, miR-103-2, miR-155,
miR-204 y combinaciones de los mismos.

En una realizacion relacionada, se usa el miR-221 y al menos un producto génico de miR seleccionado del grupo
que consiste en miR-103-2, miR-103-1, miR-24-2, miR-107, miR-100, miR-125b-2, miR-125b-1, miR-24-1, miR-191,
miR-23a, miR-26a-1, miR-125a, miR-130a, miR-26b, miR-145, miR-126*, miR-16-2, miR-146, miR-214, miR-99b,
miR-128b, miR-155, miR-29b-2, miR-29a, miR-25, miR-16-1, miR-99a, miR-224, miR-30d, miR-92-2, miR-199a-1,
miR-223, miR-29¢c, miR-30b, miR-129-1/2, miR-197, miR-17-5p, miR-30c, miR-7-1, miR-93-1, miR-140, miR-30a-5p,
miR-132, miR-181b-1, miR-152 prec, miR-23b, miR-20a, miR-222, miR-27a, miR-92-1, miR-21, miR-129-1/2 prec,
miR-150, miR-32, miR-106a, miR-29b-1 y combinaciones de los mismos para diagnosticar el cancer pancreatico.

También se desvelan métodos en los que el cancer soélido es cancer de prostata y el producto génico de miR en una
muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en let-7d, miR-128a prec, miR-195, miR-203, let-7a-2 prec,
miR-34a, miR-20a, miR-218-2, miR-29a, miR-25, miR-95, miR-197, miR-135-2, miR-187, miR-196-1, miR-148, miR-
191, miR-21, let-7i, miR-198, miR-199a-2, miR-30c, miR-17-5p, miR-92-2, miR-146, miR-181b-1 prec, miR-32, miR-
206, miR-184 prec, miR-29a prec, miR-29b-2, miR-149, miR-181b-1, miR-196-1 prec, miR-93-1, miR-223, miR-16-1,
miR-101-1, miR-124a-1, miR-26a-1, miR-214, miR-27a, miR-24-1, miR-106a, miR-199a-1 y combinaciones de los
mismos.
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En otra realizacién, el miR-221 y al menos un producto génico de miR adicional seleccionado del grupo que consiste
en miR-223, miR-21, miR-218-2, miR-103-2, miR-92-2, miR-25, miR-136, miR-191, miR-125b-2, miR-103-1, miR-
214, miR-222, miR-212 prec, miR-125b-1, miR-100, miR-107, miR-92-1, miR-96, miR-192, miR-23a, miR-215, miR-
7-2, miR-138-2, miR-24-1, miR-99b, miR-33b, miR-24-2 y combinaciones de los mismos se usa para diagnosticar
cancer de estomago.

El nivel del al menos un producto génico de miR puede medirse usando diversas técnicas que se conocen bien por
los expertos en la materia (por ejemplo, RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa, analisis de transferencia de
Northern, deteccién de hibridacion en solucién). En una realizacion particular, el nivel del al menos un producto
génico de miR-221 se mide por transcripcion inversa de al menos ARN de miR-221 de una muestra de ensayo
obtenida del sujeto para proporcionar al menos un oligodesoxinucleétido diana de miR-221, hibridando el
oligodesoxinuclettido diana con una microserie que comprende oligonucleétidos sonda especificos de miARN para
proporcionar un perfil de hibridacion para la muestra de ensayo, y comparando el perfil de hibridacién de la muestra
de ensayo con un perfil de hibridacion de una muestra de control. Una alteracién en la sefial del al menos un
producto génico de miR-221 en la muestra de ensayo en relacién con la muestra de control es indicativa de que el
sujeto tiene un cancer de colon, pancreas o estdbmago. Los oligonucleétidos diana pueden hibridarse con una
microserie que comprende oligonucleétidos sonda especificos de miARN para uno o mas miARN seleccionados del
grupo que consiste en miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-199a-1, miR-24-1, miR-
24-2, miR-146, miR-155, miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-25, miR-221,
miR-106a y combinaciones de los mismos.

La presente divulgacion también abarca métodos para inhibir tumorogénesis en un sujeto que tiene, o se sospecha
que tiene, un cancer solido (por ejemplo, cancer de prostata, cancer de estbmago, cancer pancreatico, cancer de
pulmén, cancer de mama, cancer de colon), en el que al menos un producto génico de miR esta desregulado (por
ejemplo, regulado negativamente, regulado positivamente) en las células de cancer del sujeto. Cuando el al menos
un producto génico de miR aislado esta regulado negativamente en las células de cancer, el método comprende
administrar una cantidad eficaz de un producto génico de miR aislado, una variante aislada o un fragmento
biolégicamente activo del producto génico de miR o variante, de modo que se inhiba la proliferacion de células
cancerosas en el sujeto. El al menos un producto génico de miR aislado puede seleccionarse del grupo que consiste
en miR-145, miR-155, miR-218-2 y combinaciones de los mismos. El producto génico de miR no puede ser miR-15a
0 miR-16-1. Cuando el al menos un producto génico de miR aislado esta regulado positivamente en las células
cancerosas, el método puede comprender administrar al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto para
inhibir la expresion del al menos un producto génico de miR (denominado en la presente memoria un “compuesto de
inhibicion de la expresion de miR”), de modo que se inhibe la proliferacién de células cancerosas en el sujeto. El al
menos un compuesto de inhibicion de la expresién de miR puede ser especifico para un producto génico de miR
seleccionado del grupo que consiste en miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-199a-1,
miR-24-1, miR-24-2, miR-146, miR-155, miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-
25, miR-221, miR-106a y combinaciones de los mismos.

Los métodos para inhibir la tumorogénesis en un sujeto pueden comprender adicionalmente la etapa de determinar
la cantidad de al menos un producto génico de miR en células cancerosas del sujeto, y comparar ese nivel del
producto génico de miR en las células con el nivel de un producto génico de miR correspondiente en células de
control. Si la expresion del producto génico de miR esta desregulada (por ejemplo, regulada negativamente,
regulada positivamente) en células cancerosas, los métodos comprenden ademas alterar la cantidad del al menos
un producto génico de miR expresado en las células cancerosas. La cantidad del producto génico de miR expresado
en las células cancerosas puede ser menor que la cantidad de producto génico de miR expresado en una célula de
control (por ejemplo, células de control), y se administra al sujeto una cantidad eficaz del producto génico de miR
regulado negativamente, variante aislada o fragmento biolégicamente activo del producto génico de miR o variante.
Los productos génicos de miR adecuados incluyen miR-145, miR-155, miR-218-2 y combinaciones de los mismos,
entre otros. El producto génico de miR puede no ser miR-15a o miR-16-1. La cantidad del producto génico de miR
expresado en las células cancerosas puede ser mayor que la cantidad del producto génico de miR expresado en la
célula de control (por ejemplo, células de control), y puede administrarse al sujeto una cantidad eficaz de al menos
un compuesto para inhibir la expresién del al menos un producto génico de miR regulado positivamente. Los
compuestos adecuados para inhibir la expresion del al menos un producto génico de miR incluyen, pero sin
limitacion, compuestos que inhiben la expresién de miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b,
miR-199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-146, miR-155, miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214,
miR-30c, miR-25, miR-221, miR-106a y combinaciones de los mismos.

La presente divulgacién proporciona ademas composiciones farmacéuticas para tratar canceres soélidos (por
ejemplo, cancer de préstata, cancer de estdbmago, cancer pancreatico, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer
de colon). Las composiciones farmacéuticas pueden comprender al menos un producto génico de miR aislado y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El al menos un producto génico de miR puede corresponder a un producto
génico de miR que tenga una nivel reducido de expresion en células cancerosas en relacion con las células de
control. El producto génico de miR aislado puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-145, miR-155, miR-
218-2 y combinaciones de los mismos.
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Las composiciones farmacéuticas pueden comprender al menos un compuesto de inhibicién de la expresién de miR
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El al menos un compuesto de inhibicién de la expresion de miR puede
ser especifico de un producto génico de miR cuya expresién es mayor en células cancerosas que en células de
control. EI compuesto de inhibicion de la expresion de miR puede ser especifico para uno o mas productos génicos
de miR seleccionados del grupo que consiste en miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-
199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-146, miR-155, miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-
30c, miR-25, miR-221, miR-106a y combinaciones de los mismos.

También se desvelan métodos para identificar un inhibidor de tumorogénesis, que comprenden proporcionar un
agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un producto génico de miR en la célula. El método
puede comprender proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un producto génico
de miR asociado con niveles de expresion reducidos en canceres sélidos (por ejemplo, cancer de préstata, cancer
de estdbmago, cancer pancreético, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de colon). Un aumento en el nivel del
producto génico de miR en la célula, en relaciéon con una célula de control adecuada, es indicativo de que el agente
de ensayo es un inhibidor de tumorogénesis. El al menos un producto génico de miR asociado con niveles de
expresion reducidos en células de cancer solido pueden seleccionarse del grupo que consiste en miR-145, miR-155,
miR-218-2 y combinaciones de los mismos.

El método puede comprender proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un
producto génico de miR asociado con aumento de los niveles de expresidon en canceres sélidos. Una reduccion en el
nivel del producto génico de miR en la célula, en relacion con una célula de control adecuada, es indicativa de que el
agente de ensayo es un inhibidor de tumorogénesis. El al menos un producto génico de miR asociado con niveles de
expresion aumentados en células de cancer sélido puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-21, miR-17-
5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-146, miR-155, miR-181b-1,
miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-25, miR-221, miR-106a y combinaciones de los
mismos.

Breve descripcion de los dibujos

El archivo de la patente o de la solicitud contiene al menos un dibujo a color. Se proporcionaran copias de esta
patente o publicacién de solicitud de patente con dibujos a color por la Oficina tras su solicitud y pago de la tasa
correspondiente.

La FIGURA 1 representa un analisis de agrupamiento de 540 muestras, que representan 6 canceres solidos
(parte superior) y los tejidos normales respectivos. Los miARN incluidos en el arbol (n=137) representan aquellos
cuyo nivel de expresion (intensidad con fondo restado) fue mayor que el valor umbral (256) en al menos 50 % de
las muestras analizadas. Las series se centraron en la mediana y se normalizaron usando Gene Cluster 2.0. Se
realizé agrupamiento de enlace medio usando métrica de correlacidn no centrada. Los colores indican la
diferencia en el nivel de expresién de la mediana para los microARN de cada muestra.

La FIGURA 2 representa un analisis no supervisado de los datos de expresion de microARN. Los perfiles de
microARN de 540 muestras (indicadas en la parte superior del panel) que abarcaban mama, colon, pulmoén,
pancreas, prostata y estdbmago (tejidos normales y tumores) se filtraron, centraron y normalizaron para cada
caracteristica. Los datos se sometieron a agrupamiento jerarquico tanto en las muestras (orientadas
horizontalmente) como en las caracteristicas (orientadas verticalmente) con enlace medio y correlacién de
Pearson como una medida de similitud. Los nombres de las muestras se indican en la parte superior de la figura
y los nombres de los miARN a la izquierda. El ID de la sonda se indica entre paréntesis, ya que el mismo
microARN puede medirse por diferentes oligonucleétidos. Los colores indican la diferencia en los niveles de
expresion de la mediana para los microARN en cada muestra.

La FIGURA 3 representa la expresion de miARN regulados diferencialmente entre canceres sélidos (parte
superior). Se representan sesenta y un microARN, que estan presentes en al menos 90 % de los canceres
sélidos tisulares (derecha del panel). El arbol presenta los valores de expresion absolutos medios para cada uno
de los microARN enumerados después de transformacion logz. La media se calcul6 sobre todas las muestras del
mismo histotipo tumoral o tejido. Los genes se centraron en la media y se normalizaron usando Gene Cluster 2.0.
Se realiz6 agrupamiento de enlace medio usando la distancia Euclidea.

La FIGURA 4 representa el factor de cambio en la expresién de miARN presentes en al menos 75 % de los
tumores solidos con al menos un valor absoluto de tumor mayor que 2 en diferentes muestras de cancer (parte
superior), en relacion con muestras normales. El arbol presenta la transformacion logz del factor de cambio
medio (cancer frente a normal). La media se calculd sobre todas las muestras del mismo histotipo tumoral o
tejido. Las matrices se centraron en la media y se normalizaron usando Gene Cluster 2.0. Se realiz6
agrupamiento de enlaces medio usando métrica de correlacion no centrada.

La FIGURA 5 representa el factor de cambio en la expresion de miARN presentes en los distintivos de al menos
50 % de los tumores soélidos en muestras de cancer frente a normales. El arbol representa la transformacion log:
del factor de cambio medio (cancer frente a normal). La media se calcul6 sobre todas las muestras del mismo
histotipo tumoral o tejido. Las matrices se centraron en la media y se normalizaron usando Gene Cluster 2.0. Se
realiz6 agrupamiento de enlace medio usando métrica de correlaciéon no centrada.

La FIGURA 6A representa graficas de barra que indican que las UTR 3’ de diferentes genes que codifican
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proteina de cancer permiten la regulacidon del cancer por microARN. La represion relativa de expresion de
luciferasa de luciérnaga (Factor de Cambio) se normaliz6é a un control de luciferasa de renilla. PLAG1, gen de
adenoma pleiomorfico 1; TGFBR2, receptor de factor de crecimiento transformante beta Il; Rb, gen de
retinoblastoma. Se us6 pGL-3 (Promega) como el vector vacio. Se usaron oligopARN miR-20a, miR-26a-1y miR-
106 (con sentido y mezclados) para transfecciones. Se muestra en el panel inferior un segundo experimento que
usa versiones mutadas de cada ARNm diana que carecen del sitio de complementariedad del extremo de miARN
5 (MUT). Todos los experimentos se realizaron dos veces por triplicado (n=6).

La FIGURA 6B representa transferencias de Western que indican que, en ciertos canceres (por ejemplo, pulmoén,
mama, colon, gastrico), los niveles de proteina RB1 (Rb) presentan una correlacion inversa con el nivel de
expresion de miR-106a. Se uso6 B actina como un control para normalizacion. N1, muestra normal; T1 y T2,
muestra tumoral.

La FIGURA 7 representa transferencias de Northern que muestran regulacién negativa de la expresion de miR-
145 (parte superior) y regulacién positiva de la expresién de miR-21 (parte inferior) en muestras de cancer de
mama (serie P y serie numerada) en relaciéon con muestras normales. Se realizé6 normalizacién con una sonda
especifica de U6.

La FIGURA 8 representa transferencias de Northern que muestran regulacion positiva de la expresion de miR-
103 y regulacion negativa de la expresion de miR-155 (parte superior) en diferentes muestras de cancer
pancreatico endocrino (WDET, tumores endocrinos pancreaticos bien diferenciados, WDEC, carcinomas
endocrinos pancreaticos bien diferenciados y ACC, carcinomas de células de acinos pancreaticos) en relacion
con muestras normales (serie K), asi como regulacion positiva de la expresion de miR-204 (parte inferior) en
insulinomas (serie F) en relacion con muestras normales (serie K) y muestras no secretoras/no actuantes (serie
NF). Se realizé normalizacion con una sonda especifica para ARN 5S.

Descripcion detallada

La presente divulgacion se basa, en parte, en la identificaciéon de microARN particulares cuya expresion esta
alterada en células cancerosas asociadas con diferentes canceres solidos, tales como cancer de colon, de
estomago, pancreatico, de pulmon, de mama y de préstata, en relacién con células de control normales.

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

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

Las Tablas 1a y 1b representan las secuencias de nucle6tidos de microARN humanos maduros y precursores
particulares.

Tabla 1a- Secuencias precursoras de microARN humano

Nombre del Secuencia (5 a 3)) SECID
Precursor N°
let-7a-1 CACUGUGGGAUGA GGUAGUAGGUUGUAUAGUUUUAGGGUCAC 1
ACCCACCACUGGGAGAUAACUAUACAAUCUACUGUCUUUCCU
AACGUG
let-7a-2 AGGUUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUUUAGAAUUACAUCAAG 2
GGAGAUAACUGUACAGCCUCCUAGCUUUCCU
let-7a-3 GGGUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUUUGGGGCUCUGCCCUGCU 3
AUGGGAUAACUAUACAAUCUACUGUCUUUCCU
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let-7a-4

GUGACUGCAUGCUCCCAGGUUGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UAGAAUUACACAAGGGAGAUAACUGUACAGCCUCCUAGCUUU
CCUUGGGUCUUGCACUAAACAAC

let-7b

GGCGGGGUGA GGUA GUAGGUUGUGUGGUUUCAGGGCAGUGA
UGUUGCCCCUCGGAAGAUAACUAUACAACCUACUGCCUUCCC
uG

let-7¢

GCAUCCGGGUUGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUUUAGAGUUACA
CCCUGGGAGUUAACUGUACAACCUUCUAGCUUUCCUUGGAGC

let-7d

CCUAGGAAGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUUUUAGGGCAGGGAU
UUUGCCCACAAGGAGGUAACUAUACGACCUGCUGCCUUUCUU
AGG

let-7d-v1

CUAGGAAGAGGUAGUAGUUUGCAUAGUUUUAGGGCAAAGAU
UUUGCCCACAAGUAGUUAGCUAUACGACCUGCAGCCUUUUGU
AG

let-7d-v2

CUGGCUGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUUGGUCGGGUUGUGACA
UUGCCCGCUGUGGAGAUAACUGCGCAAGCUACUGCCUUGCUA
G

let-7¢e

CCCGOGCUGAGGUA GGA GGUUGUAUAGUUGAGGAGGACACCC
AAGGAGAUCACUAUACGGCCUCCUAGCUUUCCCCAGG

10

let-7f-1

UCAGAGUGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUUGUGGGGUAGUGAU
UUUACCCUGUUCAGGAGAUAACUAUACAAUCUAUUGCCUUCC
CUGA

11

let-7f-2-1

CUGUGGGAUGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUUGUGGGGUAGUG
AUUUUACCCUGUUCAGGAGAUAACUAUACAAUCUAUUGCCUU
CCCUGA 4

12

let-7f-2-2

CUGUGGGAUGAGOGUAGUAGAUUGUAUAGUUUUAGGGUCAUA
CCCCAUCUUGGAGAUAACUAUACAGUCUA CUGUCUUUCCCAC
GG

13

let-7g

UUGCCUGAUUCCAGGCUGAGGUAGUA GUUUGUACAGUUUGAG
GGUCUAUGAUACCACCCGGUACAGGAGAUAACUGUACAGGCC
ACUGCCUUGCCAGGAACAGCGCGC

14

let-7i

CUGGCUGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUUGGUCGGGUUGUGACA
UUGCCCGCUGUGGAGAUAACUGCGCAAGCUACUGCCUUGCUA
G

15

miR-1b-1-1

ACCUACUCAGAGUACAUACUUCUUUAUGUACCCAUAUGAACA
UACAAUGCUAUGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAUUUUUGGUAG
GC

16
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miR-1b-1-2

CAGCUAACAACUUAGUAAUACCUACUCAGAGUACAUACUUCU
UUAUGUACCCAUAUGAACAUACAAUGCUAUGGAAUGUAAAGA
AGUAUGUAUUUUUGGUAGGCAAUA

17

miR-1b-2

GCCUGCUUGGGAAACAUACUUCUUUAUAUGCCCAUAUGGACC
UGCUAAGCUAUGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAUCUCAGGCCGG
G

18

miR-1b

UGGGAAACAUACUUCUUUAVAUGCCCAUAUGGACCUGCUAAG
CUAUGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAUCUCA

19

miR-1d

ACCUACUCAGAGUACAUACUUCUUUAUGUACCCAUAUGAACA
UACAAUGCUAUGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAUUUUUGGUAG
GC

20

miR-7-1a

UGGAUGUUGGCCUAGUUCUGUGUGGAAGACUAGUGAUUUUGU
UGUUUUUAGAUAACUAAAUCGACAACAAAUCACAGUCUGCCA
UAUGGCACAGGCCAUGCCUCUACA

21

miR-7-1b

UUGGAUGUUGGCCUAGUUCUGUGUGGAAGACUAGUGAUUUUG
UUGUUUUUAGAUAACUAAAUCGACAACAAAUCACAGUCUGCC
AUAUGGCACAGGCCAUGCCUCUACAG

22

miR-7-2

CUGGAUACAGAGUGGACCGGCUGGCCCCAUCUGGAAGACUAG
UGAUUUUGUUGUUGUCUUACUGCGCUCAACAACAAAUCCCAG
UCUACCUAAUGGUGCCAGCCAUCGCA

23

miR-7-3

AGAUUAGAGUGGCUGUGGUCUAGUGCUGUGUGGAAGACUAGU

GAUUUUGUUGUUCUGAUGUACUACGACAACAAGUCACAGCCG
GCCUCAUAGCGCAGACUCCCUUCGAC

24

miR-9-1

CGGGGUUGGUUGUUAUCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGAGUGG
UGUGGAGUCUUCAUAAAGCUAGAUAACCGAAAGUAAAAAUAA
CCCCA

25

miR-9-2

GGAAGCGAGUUGUUAUCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGAGUGU
AUUGGUCUUCAUAAAGCUAGAUAACCGAAAGUAAAAACUCCU
UCA

26

miR-9-3

GGAGGCCCGUUUCUCUCUUUGGUUAUCUA GCUGUAUGAGUGC
CACAGAGCCGUCAUAAAGCUAGAUAACCGAAAGUAGAAAUGA
UUCUCA

27

miR-10a

GAUCUGUCUGUCUUCUGUAUAUACCCUGUAGAUCCGAAUUUG
UGUAAGGAAUUUUGUGGUCACAAAUUCGUAUCUAGGGGAAUA
UGUAGUUGACAUAAACACUCCGCUCU

28
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miR-10b

CCAGAGGUUGUAACGUUGUCUAUAUAUACCCUGUAGAACCGA
AUUUGUGUGGUAUCCGUAUAGUCACAGAUUCGAUUCUAGGGG
AAUAUAUGGUCGAUGCAAAAACUUCA

29

miR-15a-2

GCGCGAAUGUGUGUUUAAAAAAAAUAAAACCUUGGAGUAAAG
UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUGGAUUUUGAAAAGGUGCAGGC
CAUAUUGUGCUGCCUCAAAAAUAC

30

miR-15a

CCUUGGAGUAAAGUAGCAGCACAUAAUGGUUUGUGGAUUUUG
AAAAGGUGCAGGCCAUAUUGUGCUGCCUCAAAAAUACAAGG

31

miR-15b-1

CUGUAGCAGCACAUCAUGGUUUACAUGCUACAGUCAAGAUGC
GAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAG '

32

miR-15b-2

UUGAGGCCUUAAAGUACUGUAGCAGCACAUCAUGGUUUACAU
GCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAAAU
UUAAGGAAAUUCAU

33

miR-16-1

GUCAGCAGUGCCUUAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAU
UCUAAAAUUVAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAAGUAAGG
UUGAC

34

miR-16-2

GUUCCACUCUAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUAGUGAAAUAU
AUAUUAAACACCAAUAUUACUGUGCUGCUUUAGUGUGAC

35

miR-16-13

GCAGUGCCUUAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAUUCUA
AAAUUAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAAGUAAGGU

36

miR-17

GUCAGAAUAAUGUCAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAGUGAUAU

GUGCAUCUACUGCAGUGAAGGCACUUGUAGCAUUVAUGGUGAC

37

miR-18

UGUUCUAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAGUGAAGUAGAUUAGC
AUCUACUGCCCUAAGUGCUCCUUCUGGCA

38

miR-18-13

UUUUUGUUCUAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAGUGAAGUAGAU
UAGCAUCUACUGCCCUAAGUGCUCCUUCUGGCAUAAGAA

39

miR-19a

GCAGUCCUCUGUUAGUUUUGCAUAGUUGCACUACAAGAAGAA
UGUAGUUGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGAUGGUGGCCUGC

40

10
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miR-19a-13 CAGUCCUCUGUUA GUUUUGCAUAGUUGCACUACAAGAAGAAU 41
GUAGUUGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGAUGGUGGCCUG

miR-19b-1 CACUGUUCUAUGGUUAGUUUUGCAGGUUUGCAUCCAGCUGUG 42
UGAUAUUCUGCUGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGACUGUGGUA
GUG

miR-19b-2 ACAUUGCUACUUACAAUUAGUUUUGCAGGUUUGCAUUUCAGC 43
GUAUAUAUGUAUAUGUGGCUGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
UUGUGAUAAUGU

miR-19b-13 UUCUAUGGUUAGUUUUGCAGGUUUGCAUCCAGCUGUGUGAUA 44
UUCUGCUGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGACUGUGGUAG

miR-19b-X UUACAAUUAGUUUUGCAGGUUUGCAUUUCAGCGUAUAUAUGU 45

AUAUGUGGCUGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGAUUGUGAU

miR-20 (miR-20a)

GUAGCACUAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAGUGUUUAGUUAUC
UACUGCAUUAUGAGCACUUAAAGUACUGC

46

miR-21

UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCA
UGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA

47

miR-21-17

ACCUUGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAU
CUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACAUUUUG

48

miR-22

GGCUGAGCCGCAGUAGUUCUUCAGUGGCAAGCUUUAUGUCCU
GACCCAGCUAAAGCUGCCAGUUGAAGAACUGUUGCCCUCUGC
C

49

miR-23a

GGCCGGCUGGGGUUCCUGGGOAUGGGAUUUGCUUCCUGUCAC
AAAUCACAUUGCCAGGGAUUUCCAACCGACC

50

miR-23b

CUCAGGUGCUCUGGCUGCUUGGGUUCCUGGCAUGCUGAUUUG
UGACUUAAGAUUAAAAUCACAUUGCCAGGGAUUACCACGCAA
CCACGACCUUGGC

51

miR-23-19

CCACGGCCGGCUGGGGUUCCUGGGGAUGGGAUUUGCUUCCUG
UCACAAAUCACAUUGCCAGGGAUUUCCAACCGACCCUGA

52

11
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miR-24-1

CUCCGGUGCCUACUGAGCUGAUAUCAGUUCUCAUUUUACACA
CUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGGAG

53

miR-24-2

CUCUGCCUCCCGUGCCUACUGAGCUGAAACACAGUUGGUUUG
UGUACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGGG

54

miR-24-19

CCCUGGGCUCUGCCUCCCGUGCCUACUGAGCUGAAACACAGU
UGGUUUGUGUACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGGGG

55

miR-24-9

CCCUCCGGUGCCUACUGAGCUGAUAUCAGUUCUCAUUUUACA
CACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGCAUC

56

miR-25

GGCCAGUGUUGAGAGGCGGAGACUUGGGCAAUUGCUGGACGC
UGCCCUGGGCAUUGCACUUGUCUCGGUCUGACAGUGCCGGEC

57

miR-26a

AGGCCGUGGCCUCGUUCAA GUAAUCCAGGAUAGGCUGUGCAG
GUCCCAAUGGCCUAUCUUGGUUACUUGCACGGGGACGCGGGC
cu '

58

miR-26a-1

GUGGCCUCGUUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCUGUGCAGGUCCC
AAUGGGCCUAUUCUUGGUUACUUGCACGGGGACGC

59

miR-26a-2

GGCUGUGGCUGGAUUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCUGUUUCCA
UCUGUGAGGCCUAUUCUUGAUUACUUGUUUCUGGAGGCAGCU

60

miR-26b

CCGGGACCCAGUUCAAGUAAUUCAGGAUAGGUUGUGUGCUGU
CCAGCCUGUUCUCCAUUACUUGGCUCGGGGACCGG

61

miR-27a

CUGAGGAGCAGGGCUUAGCUGCUUGUGAGCAGGGUCCACACC
AAGUCGUGUUCACAGUGGCUAAGUUCCGCCCCCCAG -

62

miR-27b-1

AGGUGCAGAGCUUAGCUGAUUGGUGAACAGUGAUUGGUUUCC
GCUUUGUUCACAGUGGCUAAGUUCUGCACCU

63

miR-27b-2

ACCUCUCUAACAAGGUGCAGAGCUUAGCUGAUUGGUGAACAG
UGAUUGGUUUCCGCUUUGUUCACAGUGGCUAAGUUCUGCACC
UGAAGAGAAGGUG

64

12
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miR-27-19

CCUGAGGAGCAGGGCUUAGCUGCUUGUGAGCAGGGUCCACAC
CAAGUCGUGUUCACAGUGGCUAAGUUCCGCCCCCCAGG

65

miR-28

GGUCCUUGCCCUCAAGGAGCUCACAGUCUAUUGAGUUACCUU
UCUGACUUUCCCACUAGAUUGUGAGCUCCUGGAGGGCAGGCA
Cu ‘ '

66

miR-29a-2

CCUUCUGUGACCCCUUAGAGGAUGACUGAUUUCUUUUGGUGU
UCAGAGUCAAUAUAAUUUUCUAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
UAAUGAUUGGGGAAGAGCACCAUG

67

miR-29a

AUGACUGAUUUCUUUUGGUGUUCAGAGUCAAUAUAAUUUUCU
AGCACCAUCUGAAAUCGGUUAU

68

miR-29b-1

CUUCAGGAAGCUGGUUUCAUAUGGUGGUUUAGAUUUAAAUAG
UGAUUGUCUAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUUCUUGGGGG

69

miR-29b-2

CUUCUGGAAGCUGGUUUCACAUGGUGGCUUAGAUUUUUCCAU
CUUUGUAUCUAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUUUUAGGAG

70

miR-29¢

ACCACUGGCCCAUCUCUUACACAGGCUGACCGAUUUCUCCUG
GUGUUCAGAGUCUGUUUUUGUCUAGCACCAUUUGAAAUCGGU
UAUGAUGUAGGGGGAAAAGCAGCAGC

71

miR-30a

GCGACUGUAAACAUCCUCGACUGGAAGCUGUGAAGCCACAGA
UGGGCUUUCAGUCGGAUGUUUGCAGCUGC

72

miR-30b-1

AUGUAAACAUCCUACACUCAGCUGUAAUACAUGGAUUGGCUG
GGAGGUGGAUGUUUACGU

73

miR-30b-2

ACCAAGUUUCAGUUCAUGUAAACAUCCUACACUCAGCUGUAA
UACAUGGAUUGGCUGGGAGGUGGAUGUUUACUUCAGCUGACU
UGGA

74

miR-30c

AGAUACUGUAAACAUCCUACACUCUCAGCUGUGGAAAGUAAG
AAAGCUGGGAGAAGGCUGUUUACUCUUUCU

75

miR-30d

GUUGUUGUAAACAUCCCCGACUGGAAGCUGUAAGACACAGCU
AAGCUUUCAGUCAGAUGUUUGCUGCUAC

76
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miR-30e

CUGUAAACAUCCUUGACUGGAAGCUGUAAGGUGUUCAGAGGA
GCUUUCAGUCGGAUGUUUACAG

77

miR-31

GGAGAGGAGGCAAGAUGCUGGCAUAGCUGUUGAACUGGGAAC
CUGCUAUGCCAACAUAUUGCCAUCUUUCC

78

miR-32

GGAGAUAUUGCACAUUACUAAGUUGCAUGUUGUCACGGCCUC
AAUGCAAUUUAGUGUGUGUGAUAUUUUC

79

miR-33b

GGGGGCCGAGAGAGGCGGGCGGCCCCGCGEUGCAUUGCUGUU
GCAUUGCACGUGUGUGAGGCGGGUGCAGUGCCUCGGCAGUGC
AGCCCGGAGCCGGCCCCUGGCACCAC

80

miR-33b-2

ACCAAGUUUCAGUUCAUGUAAACAUCCUACACUCAGCUGUAA
UACAUGGAUUGGCUGGGAGGUGGAUGUUUACUUCAGCUGACU
UGGA

81

miR-33

CUGUGGUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUGGUACCC
AUGCAAUGUUUCCACAGUGCAUCACAG

82

miR-34-a

GGCCAGCUGUGAGUGUUUCUUUGGCA GUGUCUUA GCUGGUUG
UUGUGAGCAAUAGUAAGGAAGCAAUCAGCAAGUAUACUGCCC
UAGAAGUGCUGCACGUUGUGGGGCCC

83

miR-34-b

GUGCUCGGUUUGUAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUGUACUGUG
GUGGUUACAAUCACUAACUCCACUGCCAUCAAAACAAGGCAC

84

miR-34-c

AGUCUAGUUACUAGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGCUAAUAGU
ACCAAUCACUAACCACACGGCCAGGUAAAAAGAUU

85

miR-91-13

UCAGAAUAAUGUCAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAGUGAUAUG
UGCAUCUACUGCAGUGAAGGCACUUGUAGCAUUAUGGUGA

86

miR-92-1

CUUUCUACACAGGUUGGGAUCGGUUGCAAUGCUGUGUUUCUG
UAUGGUAUUGCACUUGUCCCGGCCUGUUGAGUUUGG

87

miR-92-2

UCAUCCCUGGGUGGGGAUUUGUUGCAUUA CUUGUGUUCUAUA
UAAAGUAUUGCACUUGUCCCGGCCUGUGGAAGA

88
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miR-93-1 (MiR-93-
2)

CUGGGGGCUCCAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAGUGUGAUUAC
CCAACCUACUGCUGAGCUAGCACUUCCCGAGCCCCCGG

89

miR-95-4 AACACAGUGGGCACUCAAUAAAUGUCUGUUGAAUUGAAAUGC 90
GUUACAUUCAACGGGUAUUUAUUGAGCACCCACUCUGUG
miR-96-7 91

UGGCCGAUUUUGGCACUAGCACAUUUUUGCUUGUGUCUCUCC
GCUCUGAGCAAUCAUGUGCAGUGCCAAUAUGGGAAA

miR-97-6  (miR-
30%)

GUGAGCGACUGUAAACAUCCUCGACUGGAAGCUGUGAAGCCA
CAGAUGGGCUUUCAGUCGGAUGUUUGCAGCUGCCUACU

92

miR-98

GUGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUUGUGGGGUAGGGAUAUUAG
GCCCCAAUUAGAAGAUAACUAUACAACUUACUACUUUCC

93

miR-99b

GGCACCCACCCGUAGAACCGACCUUGCGGGGCCUUCGCCGCAC
ACAAGCUCGUGUCUGUGGGUCCGUGUC

94

miR-99a

CCCAUUGGCAUAAACCCGUAGAUCCGAUCUUGUGGUGAAGUG
GACCGCACAAGCUCGCUUCUAUGGGUCUGUGUCAGUGUG

95

miR-100-1/2

AAGAGAGAAGAUAUUGAGGCCUGUUGCCACAAACCCGUAGAU
CCGAACUUGUGGUAUUAGUCCGCACAAGCUUGUAUCUAUAGG
UAUGUGUCUGUUAGGCAAUCUCAC

96

miR-100-11

CCUGUUGCCACAAACCCGUAGAUCCGAACUUGUGGUAUUAGU
CCGCACAAGCUUGUAUCUAUAGGUAUGUGUCUGUUAGG

97

miR-101-1/2

AGGCUGCCCUGGCUCAGUUAUCACAGUGCUGAUGCUGUCUAU
UCUAAAGGUACAGUACUGUGAUAACUGAAGGAUGGCAGCCAU
CUUACCUUCCAUCAGAGGAGCCUCAC

98

miR-101

UCAGUUAUCACAGUGCUGAUGCUGUCCAUUCUAAAGGUACAG
UACUGUGAUAACUGA

99

miR-101-1

UGCCCUGGCUCAGUUAUCACAGUGCUGAUGCUGUCUAUUCUA
AAGGUACAGUACUGUGAUAACUGAAGGAUGGCA

100
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miR-101-2 ACUGUCCUUUUUCGGUUAUCAUGGUACCGAUGCUGUAUAUCU 101
GAAAGGUACAGUACUGUGAUAACUGAAGAAUGGUGGU

miR-101-9 UGUCCUUUUUCGGUUAUCAUGGUACCGAUGCUGUAUAUCUGA 102
'AAGGUACAGUACUGUGAUAACUGAAGAAUGGUG

miR-102-1 CUUCUGGAAGCUGGUUUCACAUGGUGGCUUAGAUUUUUCCAU 103

CUVUGUAUCUAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUUUUAGGAG

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

CUUCAGGAAGCUGGUUUCAUAUGGUGGUUUAGAUUUAAAUAG
UGAUUGUCUAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUUCUUGGGGO

104

miR-103-2 UUGUGCUUUCAGCUUCUUUACAGUGCUGCCUUGUAGCAUUCA 105
GGUCAAGCAACAUUGUACAGGGCUAUGAAAGAACCA

miR-103-1 UACUGCCCUCGGCUUCUUUACAGUGCUGCCUUGUUGCAUAUG 106
GAUCAAGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGAAGGCAUUG

miR-104-17 AAAUGUCAGACAGCCCAUCGACUGGUGUUGCCAUGAGAUUCA 107
ACAGUCAACAUCAGUCUGAUAAGCUACCCGACAAGG

miR-105-1 UGUGCAUCGUGGUCAAAUGCUCAGACUCCUGUGGUGGCUGCU 108
CAUGCACCACGGAUGUUUGAGCAUGUGCUACGGUGUCUA

miR-105-2 UGUGCAUCGUGGUCAAAUGCUCAGACUCCUGUGGUGGCUGCU 109
UAUGCACCACGGAUGUUUGAGCAUGUGCUAUGGUGUCUA

miR-106-a CCUUGGCCAUGUAAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAGCUUUUUG 110
AGAUCUACUGCAAUGUAAGCACUUCUUACAUUACCAUGG

miR-106-b CCUGCCGGGGCUAAAGUGCUGACAGUGCAGAUAGUGGUCCUC 11
UCCGUGCUACCGCACUGUGGGUACUUGCUGCUCCAGCAGG

miR-107 112

CUCUCUGCUUUCAGCUUCUUUACAGUGUUGCCUUGUGGCAUG
GAGUUCAAGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCAAAGCACAGA

16
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miR-108-1-
pequefio

ACACUGCAAGAACAAUAAGGAUUUUUAGGGGCAUUAUGACUG
AGUCAGAAAACACAGCUGCCCCUGAAAGUCCCUCAUULUUCU
UGCUGU

113

miR-108-2-
pequefio

ACUGCAAGAGCAAUAAGGAUUUUUAGGGGCAUUAUGAUAGUG
GAAUGGAAACACAUCUGCCCCCAAAAGUCCCUCAUUUU

114

miR-122a-1

CCUUAGCAGAGCUGLIGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGUGUCUA
AACUAUCAAACGCCAUUAUCACACUAAAUAGCUACUGCUAGG
C

115

miR-122a-2

AGCUGUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGUGUCCAAACUAUCAA
ACGCCAUUAUCACACUAAAUAGCU

116

miR-123

ACAUUAUUACUUVUGGUACGCGCUGUGACACUUCAAACUCGU
ACCGUGAGUAAUAAUGCGC

117

miR-124a-1

AGGCCUCUCUCUCCGUGUUCACAGCGGACCUUGAUUUAAAUG
UCCAUACAAUUAAGGCACGCGGUGAAUGCCAAGAAUGGGGCU
G

118

miR-124a-2

AUCAAGAUUA GAGGCUCUGCUCUCCGUGUUCACAGCGGACCU
UGAUUUAAUGUCAUACAAUUAAGGCACGCGGUGAAUGCCAAG
AGCGGAGCCUACGGCUGCACUUGAAG

119

miR-124a-3

UGAGGGCCCCUCUGCGUGUUCACAGCGGACCUUGAUUUAAUG
UCUAUACAAUUAAGGCACGCGGUGAAUGCCAAGAGAGGCGCC
ucc

120

miR-124a

CUCUGCGUGUUCACAGCGGACCUUGAUUUAAUGUCUAUACAA
UUAAGGCACGCGGUGAAUGCCAAGAG

121

miR-124b

CUCUCCGUGUUCACAGCGGACCUUGAUUUAAUGUCAUACAAU
UAAGGCACGCGGUGAAUGCCAAGAG

122

miR-125a-1

UGCCAGUCUCUAGGUCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGAGGAC
AUCCAGGGUCACAGGUGAGGUUCUUGGGAGCCUGGCGUCUGG
Ccc

123

miR-125a-2

GGUCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGAGGACAUCCAGGGUCAC
AGGUGAGGUUCUUGGGAGCCUGG

124

17
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miR-125b-1

UGCGCUCCUCUCAGUCCCUGAGACCCUAACUUGUGAUGUUUA
CCGUUUAAAUCCACGGGUUAGGCUCUUGGCAGCUGCGAGUCG
UGCU

125

miR-125b-2

ACCAGACUUUUCCUAGUCCCUGAGACCCUAACUUGUGAGGUA
UUUUAGUAACAUCACAAGUCAGGCUCUUGGGACCUAGGCGGA
GGGGA

126

miR-126-1

CGCUGGCGACGGGACAUUAUUACUUUUGGUACGCGCUGUGAC
ACUUCAAACUCGUACCGUGAGUAAUAAUGCGCCGUCCACGGC
A

127

miR-126-2

ACAUUAUUACUUUUGGUACGCGCUGUGACACUUCAAACUCGU
ACCGUGAGUAAUAAUGCGC |

128

miR-127-1

UGUGAUCACUGUCUCCAGCCUGCUGAAGCUCAGAGGGCUCUG
AUUCAGAAAGAUCAUCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCUGGUCGG
AAGUCUCAUCAUC

129

miR-127-2

CCAGCCUGCUGAAGCUCAGAGGGCUCUGAUUCAGAAAGAUCA
UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCUGGUCGG

130

miR-128a

UGAGCUGUUGGAUUCGGGGCCGUAGCACUGUCUGAGAGGUUU
ACAUUUCUCACAGUGA ACCGGUCUCUUUUUCAGCUGCUUC

131

miR-128b

GCCCGGCAGCCACUGUGCAGUGGGAAGGGGGGCCGAUACACU
GUACGAGAGUGAGUAGCAGGUCUCACAGUGAACCGGUCUCUL]
UCCCUACUGUGUCACACUCCUAAUGG

132

miR-128

GUUGGAUUCGGGGCCGUAGCACUGUCUGAGAGGUUUACAUUU
CUCACAGUGAACCGGUCUCUUUUUCAGC

133

miR-129-1

UGGAUCUUUUUGCGGUCUGGGCUUGCUGUUCCUCUCAACAGU
AGUCAGGAAGCCCUUACCCCAAAAAGUAUCUA

134

miR-129-2

UGCCCUUCGCGAAUCUUUUUGCGGUCUGGGCUUGCUGUACAU
AACUCAAUAGCCGGAAGCCCUUACCCCAAAAAGCAUUUGCGG
AGGGCG

135

miR-130a

UGCUGCUGGCCAGAGCUCUUUUCACAUUGUGCUACUGUCUGC
ACCUGUCACUAGCAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAUUGGCCGUG
UAGUG

136

18




ES 2604 324 T3

miR-131-1

GCCAGGAGGCGGGGUUGGUUGUUAUCUUUGGUUAUCUAGCUG
UVAUGAGUGGUGUGGAGUCUUCAUAAAGCUAGAUAACCGAAAG
UAAAAAUAACCCCAUACACUGCGCAG

137

miR-131-3

CACGGCGCGGCAGCGGCACUGGCUAAGGGAGGCCCGUUUCUC
UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGAGUGCCACAGAGCCGUCAUA
AAGCUAGAUAACCGAAAGUAGAAAUG

138

miR-131

GUUGUUAUCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGAGUGUAUUGGUCU
UCAUAAAGCUAGAUAACCGAAAGUAAAAAC

139

miR-132-1

CCGCCCCCGCGUCUCCAGGGCAACCGUGGCUUUCGAUUGUUAC
UGUGGGAACUGGAGGUAACAGUCUACAGCCAUGGUCGCCCCG
CAGCACGCCCACGCGC

140

miR-132-2

GGGCAACCGUGGCUUUCGAUUGUUACUGUGGGAACUGGAGGU
AACAGUCUACAGCCAUGGUCGCCC

141

miR-133a-1

ACAAUGCUUUGCUAGAGCUGGUAAAAUGGAACCAAAUCGCCU
CUUCAAUGGAUUUGGUCCCCUUCAACCAGCUGUAGCUAUGCA
UUGA

142

miR-133a-2

GGGAGCCAAAUGCUUUGCUAGAGCUGGUAAAAUGGAACCAAA
UCGACUGUCCAAUGGAUUUGGUCCCCUUCAACCAGCUGUAGC
UGUGCAUUGAUGGCGCCG

143

miR-133

GCUAGAGCUGGUAAAAUGGAACCAAAUCGCCUCUUCAAUGGA
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUGUAGC

144

miR-133b

CCUCAGAAGAAAGAUGCCCCCUGCUCUGGCUGGUCAAACGGA
ACCAAGUCCGUCUUCCUGAGAGGUUUGGUCCCCUUCAACCAG
CUACAGCAGGGCUGGCAAUGCCCAGUCCUUGGAGA

145

miR-133b-
pequefio

GCCCCCUGCUCUGGCUGGUCAAACGGAACCAAGUCCGUCUUCC
UGAGAGGUUUGGUCCCCUUCAACCAGCUACAGCAGGG

146

miR-134-1

CAGGGUGUGUGACUGGUUGACCAGAGGGGCAUGCACUGUGUU
CACCCUGUGGGCCACCUAGUCACCAACCCUC

147

miR-134-2

AGGGUGUGUGACUGGUUGACCAGAGGGGCAUGCACUGUGUUC
ACCCUGUGGGCCACCUAGUCACCAACCCU

148
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miR-135a-1

AGGCCUCGCUGUUCUCUAUGGCUUUUUAUUCCUAUGUGAUUC
UACUGCUCACUCAUAUAGGGAUUGGAGCCGUGGCGCACGGCG
GGGACA

149

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

AGAUAAAUUCACUCUAGUGCUUUAUGGCUUUUUAUUCCUAUG
UGAUAGUAAUAAAGUCUCAUGUAGGGAUGGAAGCCAUGAAAU
ACAUUGUGAAAAAUCA

150

miR-135

CUAUGGCUUJUUAUUCCUAUGUGAUUCUACUGCUCACUCAUA
UAGGGAUUGGAGCCGUGG

151

miR-135b

CACUCUGCUGUGGCCUAUGGCUUUUCAUUCCUAUGUGAUUGC
UGUCCCAAACUCAUGUAGGGCUAAAAGCCAUGGGCUACAGUG
AGGGGCGAGCUCC

152

miR-136-1

UGAGCCCUCGGAGGACUCCAUUUGUUUUGAUGALIGGAUUCUU
AUGCUCCAUCAUCGUCUCAAAUGAGUCUUCAGAGGGUUCU

153

miR-136-2

GAGGACUCCAUULGUUUUGAUGAUGGAUUCUUAUGCUCCAUC
AUCGUCUCAAAUGAGUCUUC

154

miR-137

CUUCGGUGACGGGUAUUCUUGGGUGGAUAAUACGGAUUACGU
UGUUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAGUCGAGG

155

miR-138-1

CCCUGGCAUGGUGUGGUGGGGCAGCUGGUGUUGUGAAUCAGG
CCGUUGCCAAUCAGAGAACGGCUACUUCACAACACCAGGGCC
ACACCACACUACAGG

156

miR-138-2

CGUUGCUGCAGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCGACGAGCAGCG
CAUCCUCUUACCCGGCUAUUUCACGACACCAGGGUUGCAUCA

157

miR-138

CAGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCGACGAGCAGCGCAUCCUCU
UACCCGGCUAUUUCACGACACCAGGGUUG

158

miR-139

GUGUAUUCUACAGUGCACGUGUCUCCAGUGUGGCUCGGAGGC
UGGAGACGCGGCCCUGUUGGAGUAAC

159

miR-140

UGUGUCUCUCUCUGUGUCCUGCCAGUGGUUUUA CCCUAUGGU
AGGUUACGUCAUGCUGUUCUACCACAGGGUAGAACCACGGAC
AGGAUACCGGGGCACC |

160
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miR-140as UCCUGCCAGUGGUUUUACCCUAUGGUAGGUUACGUCAUGCUG 161
UUCUACCACAGGGUAGAACCACGGACAGGA

miR-140s CCUGCCAGUGGUUUUACCCUAUGGUAGGUUACGUCAUGCUGU 162
UCUACCACAGGGUAGAACCACGGACAGG

miR-141-1 CGGCCGGCCCUGGGUCCAUCUUCCAGUACAGUGUUGGAUGGU 163
CUAAUUGUGAAGCUCCUAACACUGUCUGGUAAAGAUGGCUCC
CGGGUGGGUUC

miR-141-2 GGGUCCAUCUUCCAGUACAGUGUUGGAUGGUCUAAUUGUGAA 164
GCUCCUAACACUGUCUGGUAAAGAUGGCCC

miR-142 ACCCAUAAAGUAGAAAGCACUACUAACAGCACUGGAGGGUGU 165
AGUGUUUCCUACUUUAUGGAUG

miR-143-1 GCGCAGCGCCCUGUCUCCCAGCCUGAGGUGCAGUGCUGCAUC 166
UCUGGUCAGUUGGGAGUCUGAGAUGAAGCACUGUAGCUCAGG
AAGAGAGAAGUUGUUCUGCAGC

miR-143-2 CCUGAGGUGCAGUGCUGCAUCUCUGGUCAGUUGGGAGUCUGA 167
GAUGAAGCACUGUAGCUCAGG

miR-144-1 UGGGGCCCUGGCUGGGAUAUCAUCAUAUACUGUAAGUUUGCG 168
AUGAGACACUACAGUAUAGAUGAUGUACUAGUCCGGGCACCC
CcC

miR-144-2 GGCUGGGAUAUCAUCAUAUACUGUAAGUUUGCGAUGAGACAC 169
UACAGUAUAGAUGAUGUACUAGUC

miR-145-1 CACCUUGUCCUCACGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGA 170
UGCUAAGAUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUGAGGUCAU
GGUU

miR-145-2 CUCACGGUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUUAGAUGCUAAGAU 171
GGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUGAG

miR-146-1 172

CCGAUGUGUAUCCUCAGCUUUGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
GUGUCAGUGUCAGACCUCUGAAAUUCAGUUCUUCAGCUGGGA
UAUCUCUGUCAUCGU

21




ES 2604 324 T3

miR-146-2

AGCUUUGA GAACUGAAUUCCAUGGGUUGUGUCAGUGUCAGAC
CUGUGAAAUUCAGUUCUUCAGCU

173

miR-147

AAUCUAAAGACAACAUUUCUGCACACACACCAGACUAUGGAA
GCCAGUGUGUGGAAAUGCUUCUGCUAGAUU

174

miR-148a
148)

(MiR-

GAGGCAAAGUUCUGAGACACUCCGACUCUGAGUAUGAUAGAA
GUCAGUGCACUACAGAACUUUGUCUC

175

miR-148b

CAAGCACGAUUAGCAUUUGAGGUGAAGUUCUGUUAUACACUC
AGGCUGUGGCUCUCUGAAA GUCAGUGCAUCACAGAACUUUGU
CUCGAAAGCUUUCUA

176

miR-148b-
pequerio

AAGCACGAUUAGCAUUUGAGGUGAAGUUCUGUUAUACACUCA
GGCUGUGGCUCUCUGAAAGUCAGUGCAU

177

miR-149-1

GCCGGCGCCCGAGCUCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCCGUGCUU
GUCCGAGGAGGGAGGGAGGGACGGGOGGCUGUGCUGGGGCAGC
UGGA '

178

miR-149-2

GCUCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCCGUGCUUGUCCGAGGAGG
GAGGGAGGGAC

179

miR-150-1

CUCCCCAUGGCCCUGUCUCCCAACCCUUGUACCAGUGCUGGGC
UCAGACCCUGGUACAGGCCUGGGGGACAGGGACCUGGGGAC

180

miR-150-2

CCCUGUCUCCCAACCCUUGUACCAGUGCUGGGCUCAGACCCUG
GUACAGGCCUGGGGGACAGGG

181

miR-151

UUUCCUGCCCUCGAGGAGCUCACAGUCUAGUAUGUCUCAUCC
CCUACUAGACUGAAGCUCCUUGAGGACAGG

182

miR-151-2

CCUGUCCUCAAGGAGCUUCAGUCUAGUAGGGGAUGAGACAUA
CUAGACUGUGAGCUCCUCGAGGGCAGG

183

miR-152-1

UGUCCCCCCCGGCCCAGGUUCUGUGAUACACUCCGACUCGGEC
UCUGGAGCAGUCAGUGCAUGACAGAACUUGGGCCCGGAAGGA
CC

184
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miR-152-2 GGCCCAGGUUCUGUGAUACACUCCGACUCGGGCUCUGGAGCA 185
GUCAGUGCAUGACAGAACUUGGGCCCCGG

miR-153-1-1 CUCACAGCUGCCAGUGUCAUUUUUGUGAUCUGCAGCUAGUAU 186
UCUCACUCCAGUUGCAUAGUCACAAAAGUGAUCAUUGGCAGG
UGUGGE

miR-153-1-2 UCUCUCUCUCCCUCACAGCUGCCAGUGUCAUUGUCACAAAAG 187
UGAUCAUUGGCAGGUGUGGCUGCUGCAUG

miR-153-2-1 AGCOGUGGCCAGUGUCAUUUUUGUGAUGUUGCAGCUAGUAAU 188
AUGAGCCCAGUUGCAUAGUCACAAAAGUGAUCAUUGGAAACU
GUG

miR-153-2-2 CAGUGUCAUUUUUGUGAUGUUGCAGCUAGUAAUAUGAGCCCA 189
GUUGCAUAGUCACAAAAGUGAUCAUUG

miR-154-1 GUGGUACUUGAAGAUAGGUUAUCCGUGUUGCCUUCGCUUUAU 190
UUGUGACGAAUCAUACACGGUUGACCUAUUUUUCAGUACCAA

miR-154-2 191

GAAGAUAGGUUAUCCGUGUUGCCUUCGCUUUAUUUGUGACGA
AUCAUACACGGUUGACCUAUUUUU

miR-155

CUGUUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUUUUUGCCUCCAACUGA
CUCCUACAUAUUAGCAUUAACAG

192

miR-156 = miR-
157 =
solapamiento con
miR-141

CCUAACACUGUCUGGUAAAGAUGGCUCCCGGGUGGGUUCUCY
CGGCAGUAACCUUCAGGGAGCCCUGAAGACCAUGGAGGAC

193

miR-158-pequefio
=miR-192

GCCGAGACCGAGUGCACAGGGCUCUGACCUAUGAAUUGACAG
CCAGUGCUCUCGUCUCCCCUCUGGCUGCCAAUUCCAUAGGUCA
CAGGUAUGUUCGCCUCAAUGCCAGC

194

miR-159-1-
pequerio

UCCCGCCCCCUGUAACAGCAACUCCAUGUGGAAGUGCCCACUG
GUUCCAGUGGGGCUGCUGUUAUCUGGGGCGAGGGCCA

195

miR-161-pequefio

AAAGCUGGGUUGAGAGGGCGAAAAAGGAUGAGGUGACUGGUC
UGGGCUACGCUAUGCUGCGGCGCUCGGO

196
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g’;';’ugjfjb CAUUGGCCUCCUAAGCCAGGGAUUGUGGGUUCGAGUCCCACC 197
CGGGGUAAAGAAAGGCCGAAUU

gg’;uj;ff CCUAAGCCAGGGAUUGUGGGUUCGAGUCCCACCUGGGGUAGA 198
GGUGAAAGUUCCUUUUACGGAAUUUUUU

miR-162 199

CAAUGUCAGCAGUGCCUUAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUA
AGAUUCUAAAAUUAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAAGU
AAGGUUGACCAUACUCUACAGUUG

miR-175-pequefio
= miR-224

GGGCUUUCAAGUCACUAGUGGUUCCGUUUAGUAGAUGAUUGU
GCAUUGUUUCAAAAUGGUGCCCUAGUGACUACAAAGCCC

200

miR-177-pequefio

ACGCAAGUGUCCUAAGGUGAGCUCAGGGAGCACAGAAACCUC
CAGUGGAACAGAAGGGCAAAAGCUCAUU

201

miR-180-pequefio

CAUGUGUCACUUUCAGGUGGAGUUUCAAGAGUCCCUUCCUGG
UUCACCGUCUCCUUUGCUCUUCCACAAC

202

miR-181a

AGAAGGGCUAUCAGGCCAGCCUUCAGAGGACUCCAAGGAACA
UUCAACGCUGUCGGUGAGUUUGGGAUUUGAAAAAACCACUGA
CCGUUGACUGUACCUUGGGGUCCUUA

203

miR-181b-1

CCUGUGCAGAGAUUAUUUUUUAAAAGGUCACAAUCAACAUUC
AUUGCUGUCGGUGGGUUGAACUGUGUGGACAAGCUCACUGAA
CAAUGAAUGCAACUGUGGCCCCGCUU

204

miR-181b-2

CUGAUGGCUGCACUCAACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGUUUGA
GUCUGAAUCAACUCACUGAUCAAUGAAUGCAAACUGCGGACC
AAACA

205

miR-181c¢

CGGAAAAUUUGCCAAGGGUUUGGGGGAACAUUCAACCUGUCG
GUGAGUUUGGGCAGCUCAGGCAAACCAUCGACCGUUGAGUGG
ACCCUGAGGCCUGGAAUUGCCAUCCU

206

miR-182-as

GAGCUGCUUGCCUCCCCCCGUUUUUGGCAAUGGUAGAACUCA
CACUGGUGAGGUAACAGGAUCCGGUGGUUCUAGACUUGCCAA
CUAUGGGGCGAGGACUCAGCCGGCAC

207

miR-182

UUUUUGGCAAUGGUAGAACUCACACUGGUGAGGUAACAGGAU
CCGGUGGUUCUAGACUUGCCAACUAUGG

208

24
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miR-183

CCGCAGAGUGUGACUCCUGUUCUGUGUAUGGCACUGGUAGAA
UUCACUGUGAACAGUCUCAGUCAGUGAAUUACCGAAGGGCCA
UAAACAGAGCAGAGACAGAUCCACGA

209

miR-184-1

CCAGUCACGUCCCCUUAUCACUUUUCCAGCCCAGCUUUGUGAC
UGUAAGUGUUGGA CGGAGAACUGAUAAGGGUAGGUGAUUGA

210

miR-184-2

CCUUAUCACUUUUCCAGCCCAGCUUUGUGACUGUAAGUGUUG
GACGGAGAACUGAUAAGGGUAGG

211

miR-185-1

AGGGGGCGAGGGAUUGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGAUGGUCC
CCUCCCCAGGGGCUGGCUUUCCUCUGGUCCUUCCCUCCCA

212

miR-185-2

AGGGAUUGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGAUGGUCCCCUCCCCA
GGGGCUGGCULUCCUCUGGUCCUU

213

miR-186-1

UGCUUGUAACUUUCCAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCUUUCUGG
UUUUAUUUUAAGCCCAAAGGUGAAUUUUUUGGGAAGUUUGA
GCU

214

miR-186-2

ACUUUCCAAAGAAUUCUCCUUDUGGGCUUUCUGGUUUUAUUU
UAAGCCCAAAGGUGAAUUUUUUGGGAAGU

215

miR-187

GGUCGGGCUCACCAUGACACAGUGUGAGACUCGGGCUACAAC
ACAGGACCCGGGGCGCUGCUCUGACCCCUCGUGUCUUGUGUL
GCAGCCGGAGGGACGCAGGUCCGCA

216

miR-188-1

UGCUCCCUCUCUCACAUCCCUUGCAUGGUGGAGGGUGAGCUU
UCUGAAAACCCCUCCCACAUGCAGGGUUUGCAGGAUGGCGAG
cC

217

miR-188-2

UCUCACAUCCCUUGCAUGGUGGAGGGUGAGCUUUCUGAAAAC
CCCUCCCACAUGCAGGGUUUGCAGGA

218

miR-189-1

CUGUCGAUUGGACCCGCCCUCCGOUGCCUACUGAGCUGAUAU
CAGUUCUCAUUUUACACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGG
AGUCGAGCCCUUGAGCAA

219

miR-189-2

CUCCGGUGCCUACUGAGCUGAUAUCAGUUCUCAUUUUACACA
CUGGCUCAGUUCAGCAGGAACAGGAG

220

25
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miR-190-1

UGCAGGCCUCUGUGUGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGUUGUUAU
UUAAUCCAACUAUAUAUCAAACAUAUUCCUACAGUGUCUUGC
C

221

miR-190-2

CUGUGUGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGUUGUUAUUUAAUCCA
ACUAUAUAUCAAACAUAUUCCUACAG

222

miR-191-1

CGGCUGGACAGCGGGCAACGOAAUCCCAAAAGCAGCUGUUGU
CUCCAGAGCAUUCCAGCUGCGCUUGGAUUUCGUCCCCUGCUC
UCCUGCCU

223

miR-191-2

AGCGGGCAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUGUUGUCUCCAGAGC
AUUCCAGCUGCGCUUGGAUUUCGUCCCCUGCU

224

miR-192-2/3

CCGAGACCGAGUGCACAGGGCUCUGACCUALUGAAUUGACAGC
CAGUGCUCUCGUCUCCCCUCUGGCUGCCAAUUCCAUAGGUCAC
AGGUAUGUUCGCCUCAAUGCCAG

225

miR-192

GCCGAGACCGAGUGCACAGGGCUCUGACCUAUGAAUUGACAG
CCAGUGCUCUCGUCUCCCCUCUGGCUGCCAAUUCCAUAGGUCA
CAGGUAUGUUCGCCUCAAUGCCAGC

226

miR-193-1

CGAGGAUGGGA GCUGAGGGCUGGGUCUUUGCGGGCGAGAUGA
GGGUGUCGGAUCAACUGGCCUACAAAGUCCCAGUUCUCGGCC
CCCG

227

miR-193-2

GCUGGGUCUUUGCGGGCGAGAUGAGGGUGUCGGAUCAACUGG
CCUACAAAGUCCCAGU -

228

miR-194-1

AUGGUGUUAUCAAGUGUAACAGCAACUCCAUGUGGACUGUGU
ACCAAUUUCCAGUGGA GAUGCUGUUACUUUUGAUGGUUACCA
A :

229

miR-194-2

GUGUAACAGCAACUCCAUGUGGACUGUGUACCAAUUUCCAGU
GGAGAUGCUGUUACUUUUGAU

230

miR-195-1

AGCUUCCCUGGCUCUAGCAGCACAGAAAUAUUGGCACAGGGA
AGCGAGUCUGCCAAUAUUGGCUGUGCUGCUCCAGGCAGGGUG
GUG

231

miR-195-2

UAGCAGCACAGAAAUAUUGGCACAGGGAAGCGAGUCUGCCAA
UAUUGGCUGUGCUGCH

232

26
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miR-196-1 CUAGAGCUUGAAUUGGAACUGCUGAGUGAAUUAGGUAGUUUC 233
AUGUUGUUGGGCCUGGGUUUCUGAACACAACAACAUUAAACC
ACCCGAUUCACGGCAGUUACUGCUCC

miR-196a-1 GUGAAUUAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGGCCUGGGUUUCUGAA 234

CACAACAACAUUAAACCACCCGAUUCAC

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

UGCUCGCUCAGCUGAUCUGUGGCUUAGGUA GUUUCAUGUUGU
UGGGAUUGAGUUUUGAACUCGGCAACAAGAAACUGCCUGAGU
UACAUCAGUCGGUUUUCGUCGAGGGC

235

miR-196 GUGAAUUAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGGCCUGGGUUUCUGAA 236
CACAACAACAUUAAACCACCCGAUUCAC

miR-196b ACUGGUCGGUGAUUUAGGUAGUUUCCUGUUGUUGGGAUCCAC 237
CUUUCUCUCGACAGCACGACACUGCCUUCAUUACUUCAGUUG

miR-197 GGCUGUGCCGGGUAGAGAGGGCAGUGGGAGGUAAGAGCUCUU 238
CACCCUUCACCACCUUCUCCACCCAGCAUGGCC

miR-197-2 GUGCAUGUGUAUGUAUGUGUGCAUGUGCAUGUGUAUGUGUA 239
UGAGUGCAUGCGUGUGUGC

miR-198 UCAUUGGUCCAGAGGGGAGAUAGGUUCCUGUGAUUUUUCCUU 240
CUUCUCUAUAGAAUAAAUGA

miR-199a-1 GCCAACCCAGUGUUCAGACUACCUGUUCAGGAGGCUCUCAAU 241
GUGUACAGUAGUCUGCACAUUGGUUAGGC

miR-199a-2 AGGAAGCUUCUGGAGAUCCUGCUCCGUCGCCCCAGUGUUCAG 242
ACUACCUGUUCAGGACAAUGCCGUUGUACAGUAGUCUGCACA
UUGGUUAGACUGGGCAAGGGAGAGCA

miR-199b 243

CCAGAGGACACCUCCACUCCGUCUACCCAGUGUUUAGACUAL
CUGUUCAGGACUCCCAAAUUGUACAGUAGUCUGCACAUUGGU
UAGGCUGGGCUGGGUUAGACCCUCGG

miR-199s

GCCAACCCAGUGUUCAGACUACCUGUUCAGGAGGCUCUCAAU
GUGUACAGUAGUCUGCACAUUGGUUAGGC

244

27
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miR-200a

GCCGUGGCCAUCUUACUGGGCAGCAUUGGAUGGAGUCAGGUC
UCUAAUACUGCCUGGUAAUGAUGACGGC

245

miR-200b

CCAGCUCGGGCAGCCGUGGCCAUCUUACUGGGCAGCAUUGGA
UGGAGUCAGGUCUCUAAUACUGCCUGGUAAUGAUGACGGCGG
AGCCCUGCACG

246

miR-200c

CCCUCGUCUUACCCAGCAGUGUUUGGGUGCGGUUGGGAGUCU
CUAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGAGG

247

miR-202

GUUCCUUUUUCCUAUGCAUAUACUUCUUUGAGGAUCUGGCCU
AAAGAGGUAUAGGGCAUGGGAAGAUGGAGC

248

miR-203

GUGUUGGGGACUCGCGCGCUGGGUCCAGUGGUUCUUAACAGU
UCAACAGUUCUGUAGCGCAAUUGUGAAAUGUUUAGGACCACU
AGACCCGGCGGGCGCGGCOGACAGCGA

249

miR-204

GGCUACAGUCUUUCUUCAUGUGACUCGUGGACUUCCCUUUGU
CAUCCUAUGCCUGAGAAUAUAUGAAGGAGGCUGGGAAGGCAA
AGGGACGUUCAAUUGUCAUCACUGGC

250

miR-205

AAAGAUCCUCAGACAAUCCAUGUGCUUCUCUUGUCCUUCAUU
CCACCGGAGUCUGUCUCAUACCCAACCAGAUUUCAGUGGAGU
GAAGUUCAGGAGGCAUGGAGCUGACA

251

miR-206-1

UGCUUCCCGAGGCCACAUGCUUCUUUAUAUCCCCAUAUGOAU
UACUUUGCUAUGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGGUUUCGGCAAG
UG

252

miR-206-2

AGGCCACAUGCUUCUUUAUAUCCCCAUAUGGAUUACUUUGCU
AUGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGGULUUU

253

miR-208

UGACGGGCGAGCUUUUGGCCCGGGUUAUACCUGAUGCUCACG
UAUAAGACGAGCAAAAAGCUUGUUGGUCA

254

miR-210

ACCCGGCAGUGCCUCCAGGCGCAGGGCAGCCCCUGCCCACCGC
ACACUGCGCUGCCCCAGACCCACUGUGCGUGUGACAGCGGCU
GAUCUGUGCCUGGGCAGCGCGACCC

255

miR-211

UCACCUGGCCAUGUGACUUGUGGGCUUCCCUUUGUCAUCCUY
CGCCUAGGGCUCUGAGCAGGGCAGGGACAGCAAAGGGGUGCU
CAGUUGUCACUUCCCACAGCACGGAG

256

28
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miR-212

CGGGGCACCCCGCCCGCGACAGCGCGCCGGCACCUUGGCUCUAG
ACUGCUUACUGCCCGGGCCOGCCCUCAGUAACAGUCUCCAGUCA
CGGCCACCGACGCCUGGLCCCGLL

257

miR-213-2

CCUGUGCAGAGAUUAUUUUUUAAAAGGUCACAAUCAACAUUC
AUUGCUGUCGOUGGGUUGAACUGUGUGGACAAGCUCACUGAA
CAAUGAAUGCAACUGUGGCCCCGCUU

258

miR-213

GAGUUUUGAGGUUGCUUCAGUGAACAUUCAACGCUGUCGGUG
AGUUUGGAAUUAAAAUCAAAACCAUCGACCGUUGAUUGUACC
CUAUGGCUAACCAUCAUCUACUCC

259

miR-214

GGCCUGGCUGGACAGAGUUGUCAUGUGUCUGCCUGUCUACAC
UUGCUGUGCAGAACAUCCGCUCACCUGUACAGCAGGCACAGA
CAGGCAGUCACAUGACAACCCAGCCU

260

miR-215

AUCAUUCAGAAAUGGUAUACAGGAAAAUGACCUAUGAAUUGA
CAGACAAUAUAGCUGAGUUUGUCUGUCAUUUCUUUAGGCCAA
UAUUCUGUAUGACUGUGCUACUUCAA

261

miR-216

GAUGGCUGUGAGUUGGCUUAAUCUCA GCUGGCAACUGUGAGA
UGUUCAUACAAUCCCUCACAGUGGUCUCUGGGAUUAUGCUAA
ACAGAGCAAUUUCCUAGCCCUCACGA

262

miR-217

AGUAUAAUUAUUACAUAGUUUUUGAUGUCGCAGAUACUGCAU
CAGGAACUGAUUGGAUAAGAAUCAGUCACCAUCAGUUCCUAA
UGCAUUGCCUUCAGCAUCUAAACAAG

263

miR-218-1

GUGAUAAUGUAGCGAGAUUUUCUGUUGUGCUUGAUCUAACCA
UGUGGUUGCGAGGUAUGAGUAAAACAUGGUUCCGUCAAGCAC
CAUGGAACGUCACGCAGCUUUCUACA

264

miR-218-2

GACCAGUCGCUGCGGGGCUUUCCUUUGUGCUUGAUCUAACCA
UGUGGUGGAACGAUGGAAACGGAACAUGGUUCUGUCAAGCAC
CGCGGAAAGCACCGUGCUCUCCUGCA

265

miR-219

CCGCCCCGGGCCGCGGCUCCUGAUBUGUCCAAACGCAAUUCUCG
AGUCUAUGGCUCCGGCCGAGAGUUGAGUCUGGACGUCCCGAG
CCGCCGCCCCCAAACCUCGAGCGGG

266

miR-219-1

CCGCCCCGGGCCGCOGGCUCCUGAUUGUCCAAACGCAAUUCUCG
AGUCUAUGGCUCCGGCCGAGAGUUGAGUCUGGACGUCCCGAG
CCGCCGCCCCCAAACCUCGAGCGGG

267

miR-219-2

ACUCAGGGGCUUCGCCACUGAUUGUCCAAACGCAAVUCUUGU
ACGAGUCUGCGGCCAACCGAGAAUUGUGGCUGGACAUCUGUG
GCUGAGCUCCGGG

268

29
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miR-220

GACAGUGUGGCAUUGUAGGGCUCCACACCGUAUCUGACACUL
UGGGCGAGGGCACCAUGCUGAAGGUGUUCAUGAUGCGGUCUG
GGAACUCCUCACGGAUCUUACUGAUG

269

miR-221

UGAACAUCCAGGUCUGGGGCAUGAACCUGGCAUACAAUGUAG
AUUUCUGUGUUCGUUAGGCAACAGCUACAUUGUCUGCUGGGU
UUCAGGCUACCUGGAAACAUGUUCUC

270

miR-222

GCUGCUGGAAGGUGUAGGUACCCUCAAUGGCUCAGUAGCCAG
UGUAGAUCCUGUCUUUCGUAAUCAGCAGCUACAUCUGGCUAC
VGGGUCUCUGAUGGCAUCUUCUAGCU

271

miR-223

LCCAUGGCCUCCUGCAGUGCCACGCUCCGUGUAUUUGACAAGCU
GAGUUGGACACUCCAUGUGGUAGAGUGUCAGUUUGUCAAAUA
CCCCAAGUGCGGCACAUGCUUACCAG

272

miR-224

GGGCUUUCAAGUCACUAGUGGUUCCGUUUAGUAGAUGAUUGU
GCAUUGUUUCAAAAUGGUGCCCUAGUGACUACAAAGCCC

273

Nombre del
Precursor

Secuencia (5’ a 3)*

SEC ID

miR-294-1 (chr16)

CAAUCUUCCUUUAUCAUGGUAUUGAUUUUUCAGUGCUUCCCU
UUUGUGUGAGAGAAGAUA

274

miR-296

AGGACCCUUCCAGAGGGCCCCCCCUCAAUCCUGUUGUGCCUAA
UUCAGAGGGUUGGGUGGAGGCUCUCCUGAAGGGCUCU

275

miR-299

AAGAAAUGGUUUACCGUCCCACAUACAUUUUGAAUAUGUAUG
UGGGAUGGUAAACCGCUUCUU

276

miR-301

ACUGCUAACGAAUGCUCUGACUUUAUUGCACUACUGUACUUU
ACAGCUAGCAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGCAUCUGAAAGCA
GG

277

miR-302a

CCACCACUUAAACGUGGAUGUACUUGCUUUGAAACUAAAGAA
GUAAGUGCUUCCAUGUUUUGGUGAUGG

278

miR-302b

GCUCCCUUCAACUUUAACAUGGAAGUGCUUUCUGUGACUUUA
AAAGUAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAGGAGU

279

30
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miR-302c¢

CCUUUGCUUUAACAUGGGGOUACCUGCUGUGUGAAACAAAAG
UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGGAGG

280

miR-302d

CCUCUACUUUAACAUGGAGGCACUUGCUGUGACAUGACAAAA
AUAAQUGCUUCCAUGUUUGAGUGUGG

281

miR-320

GCUUCGCUCCCCUCCGCCUUCUCUUCCCGGUUCUUCCCGGAGU
CGGGAAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGAAAAAGGAUGAGGU

282

miR-321

UUGGCCUCCUAAGCCAGGGAUUGUGGGUUCGAGUCCCACCCG
GGOUAAAGAAAGGCCGA '

283

miR-323

UUGGUACUUGGAGAGAGGUGGUCCGUGGCGCGUUCGCUUUAU
UUAUGGCGCACAUUACACGGUCGACCUCUUUGCAGUAUCUAA
uc

284

miR-324

CUGACUAUGCCUCCCCGCAUCCCCUAGGGCAUUGGUGUAAAG
CUGGAGACCCACUGCCCCAGGUGCUGCUGGGGGUUGUAGUC

285

miR-325

AUACAGUGCUUGGUUCCUAGUAGGUGUCCAGUAAGUGUUUGU
GACAUAAUUUCGUUUAUUGAGGACCUCCUAUCAAUCAAGCACU
GUGCUAGGCUCUGO

286

miR-326

CUCAUCUGUCUGUUGGGCUGGAGGCAGGGCCUUUGUGAAGGC
GGGUGGUGCUCAGAUCGCCUCUGGGCCCUUCCUCCAGCCCCGA
GGCGGAUUCA

287

miR-328

UGGA GUGGGGGGGCAGGAGGGGCUCAGGOAGAAAGUGCAUAC
AGCCCCUGGCCCUCUCUGCCCUUCCGUCCCCUG

288

miR-330

CUUUGGCGAUCACUGCCUCUCUGGGCCUGUGUCUUAGGCUCU
GCAAGAUCAACCGAGCAAAGCACACGGCCUGCAGAGAGGCAG
CGCUCUGCCC

289

miR-331

GAGUUUGGUUUUGUUUGGGUUUGUUCUAGGUAUGGUCCCAGG
GAUCCCAGAUCAAACCAGGCCCCUGGGCCUAUCCUAGAACCAA
CCUAAGCUC

290

miR-335

UGUUUUGAGCGGGGGUCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGUUUGU
CAUAAACCGUUUUUCAUUAUUGCUCCUGACCUCCUCUCAUUU
GCUAUAUUCA

291

31
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miR-337

GUAGUCAGUAGUUGGGGGGUGGGAACGGCUUCAUACAGGAGU
UGAUGCACAGUUAUCCAGCUCCUAUAUGAUGCCULUCUUCAU
CCCCUUCAA

292

miR-338

UCUCCAACAAUAUCCUGGUGCUGAGUGAUGACUCAGGCGACU
CCAGCAUCAGUGAUUUUGUUGAAGA

293

miR-339

CGGGGCGGCCGCUCUCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACGUGUGCC
UGCCUGUGAGCGCCUCGACGACAGAGCCGGCGCCUGCCCCAGU
GUCUGCGC

294

miR-340

UUGUACCUGGUGUGAUUAUAAAGCAAUGAGACUGAUUGUCAU
AUGUCGUUUGUGGGAUCCGUCUCAGUUACUUUAUAGCCAUAC
CUGGUAUCUUA

295

miR-342

GAAACUGGGCUCAAGGUGA GGGGUGCUAUCUGUGAUUGAGGG
ACAUGGUUAAUGGAAUUGUCUCA CACAGAAAUCGCACCCGUC
ACCUUGGCCUACUUA

296

miR-345

ACCCAAACCCUAGGUCUGCUGACUCCUAGUCCAGGGCUCGUG
AUGGCUGGUGGGCCCUGAACGAGGGGUCUGGAGGCCUGGGUU
UGAAUAUCGACAGC

297

miR-346

GUCUGUCUGCCCGCAUGCCUGCCUCUCUGUUGCUCUGAAGGA
GGCAGGGGCUGGGCCUGCAGCUGCCUGGOCAGAGCOGCUCCU
GC

298

miR-367

CCAUUACUGUUGCUAAUAUGCAACUCUGUUGAAUAUAAAUUG
GAAUUGCACUUUAGCAAUGGUGAUGG -

299

miR-368

AAAAGGUGGAUAUUCCUUCUAUGUUUAUGUUAUUUAUGGUUA
AACAUAGAGGAAAUUCCACGUUUU

300

miR-369

UUGAAGGGAGAUCGACCGUGUUAUAUUCGCUUUAUUGACUUC
GAAUAAUACAUGGUUGAUCUUUUCUCAG

301

miR-370

AGACAGAGAAGCCAGGUCACGUCUCUGCAGUUACACAGCUCA
CGAGUGCCUGCUGGGGUGGAACCUGGUCUGUCU

302

miR-371

GUGGCACUCAAACUGUGGGGGCACUUUCUGCUCUCUGGUGAA
AGUGCCGCCAUCUUUUGAGUGUUAC

303

32
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miR-372 GUGGGCCUCAAAUGUGGAGCACUAUUCUGAUGUCCAAGUGGA 304
AAGUGCUGCGACAUUUGAGCGUCAC

miR-373 GGGAUACUCAAAAUGGGGGCGCUUUCCULUUUGUCUGUACUG 305
GGAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGUCCC

miR-374 UACAUCGGCCAUUAUAAUACAACCUGAUAAGUGUUAUAGCAC 306
UUAUCAGAUUGUAUUGUAAUUGUCUGUGUA

miR-hes1 AUGGAGCUGCUCACCCUGUGGGCCUCAAAUGUGGAGGAACUA 307
UUCUGAUGUCCAAGUGGAAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGUCA
CCGGUGACGCCCAUAUCA

miR-hes2 | GCAUCCCCUCAGCCUGUGGCACUCAAACUGUGGGGGCACUUU 308
CUGCUCUCUGGUGAAAGUGCCGCCAUCUUUUGAGUGUUACCG
CUUGAGAAGACUCAACC .

miR-hes3 CGAGGAGCUCAUACUGGGAUACUCAAAAUGGGGGCGCUUUCC 309
UUUUUGUCUGUUACUGGGAAGUGCUUCGAUULUGGGGUGUCC
CUGUUUGAGUAGGGCAUC

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

Tabla 1b- Secuencias de microARN maduro humano.

Nombre de miARN | Secuencia de miARN Maduro (5’ a| SEC ID N° microARN precursor correspondiente;

Maduro 3) véase Tabla 1a

let-7a ugagguaguagguuguauaguu 310 let-7a-1; let-7a-2; let-7a-3; let-7a-4

let-7b ugagguaguagguugugugguu 31 let-7b

let-7c ugagguaguagguuguaugguu 312 let-7c

let-7d agagguaguagguugcauagu 313 let-7d; let-7d-v1

let-7e ugagguaggagguuguauagu 314 let-7e

let-7f ugagguaguagauuguauaguu 315 let-7f-1; let-7f-2-1, let-7f-2-2

let-7g ugagguaguaguuuguacagu 316 let-7g

let-7i ugagguaguaguuugugcu 317 let-7i

miR-1 uggaauguaaagaaguaugua 318 miR-1b; miR-1b-1;, miR-1b-2

miR-7 uggaagacuagugauuuuguu 319 miR-7-1; miR-7-1a; miR-7-2; miR-7-3

miR-9 ucuuugguuaucuagcuguauga 320 miR-9-1; miR-9-2;, miR-9-3

miR-9* uaaagcuagauaaccgaaagu 321 miR-9-1; miR-9-2;, miR-9-3

miR-10a uacccuguagauccgaauuugug 322 miR-10a

miR-10b uacccuguagaaccgaauuugu 323 miR-10b
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miR-15a uagcagcacauaaugguuugug 324 miR-15a; miR-15a-2
miR-15b uagcagcacaucaugguuuaca 325 miR-15b

miR-16 uagcagcacguaaauauuggcg 326 miR-16-1; miR-16-2;, miR-16-13
miR-17-5p caaagugcuuacagugcagguagu 327 miR-17

miR-17-3p acugcagugaaggcacuugu 328 miR-17

miR-18 uaaggugcaucuagugcagaua 329 miR-18; miR-18-13
miR-19a ugugcaaaucuaugcaaaacuga 330 miR-19a; miR-19a-13
miR-19b ugugcaaauccaugcaaaacuga 331 miR-19b-1; miR-19b-2
miR-20 uaaagugcuuauagugcaggua 332 miR-20 (miR-20a)
miR-21 uagcuuaucagacugauguuga 333 miR-21; miR-21-17
miR-22 aagcugccaguugaagaacugu 334 miR-22

miR-23a aucacauugccagggauuucc 335 miR-23a

miR-23b aucacauugccagggauuaccac 336 miR-23b

miR-24 uggcucaguucagcaggaacag 337 151‘;}?524-1,' miR-24-2; miR-24-19; miR-
miR-25 cauugcacuugucucggucuga 338 miR-25

miR-26a uucaaguaauccaggauaggcu 339 miR-26a; miR-26a-1; miR-26a-2
miR-26b uucaaguaauucaggauaggu 340 miR-26b

miR-27a uucacaguggcuaaguuccgcc 341 miR-27a

miR-27b uucacaguggcuaaguucug 342 miR-27b-1;, miR-27b-2
miR-28 aaggagcucacagucuauugag 343 miR-28

miR-29a cuagcaccaucugaaaucgguu 344 miR-29a-2; miR-29a
miR-29b uagcaccauuugaaaucagu 345 miR-29b-1;, miR-29b-2
miR-29¢ uagcaccauuugaaaucgguua 346 miR-29¢

miR-30a-5p uguaaacauccucgacuggaagc 347 miR-30a

miR-30a-3p cuuucagucggauguuugcagc 348 miR-30a

miR-30b uguaaacauccuacacucagc 349 miR-30b-1;, miR-30b-2
miR-30c uguaaacauccuacacucucagc 350 miR-30c

miR-30d uguaaacauccccgacuggaag 351 miR-30d

miR-30e uguaaacauccuugacugga 352 miR-30e

miR-31 ggcaagaugcuggcauagcug 353 miR-31

miR-32 uauugcacauuacuaaguugc 354 miR-32

miR-33 gugcauuguaguugcauug 355 miR-33; miR-33b
miR-34a uggcagugucuuagcugguugu 356 miR-34a

miR-34b aggcagugucauuagcugauug 357 miR-34b

miR-34c aggcaguguaguuagcugauug 358 miR-34c

miR-92 uauugcacuugucccggccugu 359 miR-92-2; miR-92-1
miR-93 aaagugcuguucgugcagguag 360 miR-93-1; miR-93-2
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miR-95 uucaacggguauuuauugagca 361 miR-95

miR-96 uuuggcacuagcacauuuuugc 362 miR-96

miR-98 ugagguaguaaguuguauuguu 363 miR-98

miR-99a aacccguagauccgaucuugug 364 miR-99a

miR-99b cacccguagaaccgaccuugcg 365 miR-99b

miR-100 uacaguacugugauaacugaag 366 miR-100

miR-101 uacaguacugugauaacugaag 367 miR-101-1;, miR-101-2
miR-103 agcagcauuguacagggcuauga 368 miR-103-1

miR-105 ucaaaugcucagacuccugu 369 miR-105

miR-106-a aaaagugcuuacagugcagguagc 370 miR-106-a

miR-106-b uaaagugcugacagugcagau 371 miR-106-b

miR-107 agcagcauuguacagggcuauca 372 miR-107

miR-122a uggagugugacaaugguguuugu 373 miR-122a-1; miR-122a-2
miR-124a uuaaggcacgcggugaaugcca 374 miR-124a-1; miR-124a-2; miR-124a-3
miR-125a ucccugagacccuuuaaccugug 375 miR-125a-1; miR-125a-2
miR-125b ucccugagacccuaacuuguga 376 miR-125b-1; miR-125b-2
miR-126* cauuauuacuuuugguacgcg 377 miR-126-1;, miR-126-2
miR-126 ucguaccgugaguaauaaugc 378 miR-126-1;, miR-126-2
miR-127 ucggauccgucugagcuuggcu 379 miR-127-1; miR-127-2
miR-128a ucacagugaaccggucucuuuu 380 miR-128;, miR-128a
miR-128b ucacagugaaccggucucuuuc 381 miR-128b

miR-129 cuuuuugcggucugggecuugce 382 miR-129-1;, miR-129-2
miR-130a cagugcaauguuaaaagggc 383 miR-130a

miR-130b cagugcaaugaugaaagggcau 384 miR-130b

miR-132 uaacagucuacagccauggucg 385 miR-132-1

miR-133a uugguccccuucaaccagcugu 386 miR-133a-1;, miR-133a-2
miR-133b uugguccccuucaaccagcua 387 miR-133b

miR-134 ugugacugguugaccagaggg 388 miR-134-1;, miR-134-2
miR-135a uauggcuuuuuauuccuauguga 389 miR-135a; miR-135a-2 (miR-135-2)
miR-135b uauggcuuuucauuccuaugug 390 miR-135b

miR-136 acuccauuuguuuugaugaugga 391 miR-136-1;, miR-136-2
miR-137 uauugcuuaagaauacgcguag 392 miR-137

miR-138 agcugguguugugaauc 393 miR-138-1;, miR-138-2
miR-139 ucuacagugcacgugucu 394 miR-139

miR-140 agugguuuuacccuaugguag 395 miR-140; miR-140as; miR-140s
miR-141 aacacugucugguaaagaugg 396 miR-141-1; miR-141-2
miR-142-3p uguaguguuuccuacuuuaugga 397 miR-142

miR-142-5p cauaaaguagaaagcacuac 398 miR-142
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miR-143 ugagaugaagcacuguagcuca 399 miR-143-1

miR-144 uacaguauagaugauguacuag 400 miR-144-1; miR-144-2

miR-145 guccaguuuucccaggaaucccuu 401 miR-145-1; miR-145-2

miR-146 ugagaacugaauuccauggguu 402 miR-146-1;, miR-146-2

miR-147 guguguggaaaugcuucugc 403 miR-147

miR-148a ucagugcacuacagaacuuugu 404 miR-148a (miR-148)

miR-148b ucagugcaucacagaacuuugu 405 miR-148b

miR-149 ucuggcuccgugucuucacucc 406 miR-149

miR-150 ucucccaacccuuguaccagug 407 miR-150-1;, miR-150-2

miR-151 acuagacugaagcuccuugagg 408 miR-151

miR-152 ucagugcaugacagaacuugg 409 miR-152-1;, miR-152-2

miR-153 uugcauagucacaaaaguga 410 miR-153-1-1; miR-153-1-2; miR-153-2-
1; miR-153-2-2

miR-154 uagguuauccguguugccuucg 411 miR-154-1;, miR-154-2

miR-154* aaucauacacgguugaccuauu 412 miR-154-1;, miR-154-2

miR-155 uuaaugcuaaucgugauagggg 413 miR-155

miR-181a aacauucaacgcugucggugagu 414 miR-181a

miR-181b aacauucauugcugucgguggguu 415 miR-181b-1; miR-181b-2

miR-181c aacauucaaccugucggugagu 416 miR-181c

miR-182 uuuggcaaugguagaacucaca 417 miR-182; miR-182as

miR-182* ugguucuagacuugccaacua 418 miR-182; miR-182as

miR-183 uauggcacugguagaauucacug 419 miR-183

miR-184 uggacggagaacugauaagggu 420 miR-184-1;, miR-184-2

miR-185 uggagagaaaggcaguuc 421 miR-185-1;, miR-185-2

miR-186 Caaagaauucuccuuuugggcuu 422 miR-186-1;, miR-186-2

miR-187 ucgugucuuguguugcagccg 423 miR-187

miR-188 caucccuugcaugguggagggu 424 miR-188

miR-189 gugccuacugagcugauaucagu 425 miR-189-1;, miR-189-2

miR-190 ugauauguuugauauauuaggu 426 miR-190-1;, miR-190-2

miR-191 caacggaaucccaaaagcagcu 427 miR-191-1; miR-191-2

miR-192 cugaccuaugaauugacagcc 428 miR-192

miR-193 aacuggccuacaaagucccag 429 miR-193-1;, miR-193-2

miR-194 uguaacagcaacuccaugugga 430 miR-194-1;, miR-194-2

miR-195 uagcagcacagaaauauuggc 431 miR-195-1; miR-195-2

miR-196a uagguaguuucauguuguugg 432 miR-196a; miR-196a-2 (miR196-2)

miR-196b uagguaguuuccuguugg 433 miR-196b

miR-197 uucaccaccuucuccacccagc 434 miR-197

miR-198 gguccagaggggagauagg 435 miR-198
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miR-199a cccaguguucagacuaccuguuc 436 miR-199a-1;, miR-199a-2

miR-199a* uacaguagucugcacauugguu 437 miR-199a-1; miR-199a-2; miR-199s;
miR-199b

miR-199b cccaguguuuagacuaucuguuc 438 miR-199b

miR-200a uaacacugucugguaacgaugu 439 miR-200a

miR-200b cucuaauacugccugguaaugaug 440 miR-200b

miR-200c aauacugccggguaaugaugga 441 miR-200c

miR-202 agagguauagggcaugggaaga 442 miR-202

miR-203 gugaaauguuuaggaccacuag 443 miR-203

miR-204 uucccuuugucauccuaugccu 444 miR-204

miR-205 uccuucauuccaccggagucug 445 miR-205

miR-206 uggaauguaaggaagugugugg 446 miR-206-1; miR-206-2

miR-208 auaagacgagcaaaaagcuugu 447 miR-208

miR-210 cugugcgugugacagcggcug 448 miR-210

miR-211 uucccuuugucauccuucgccu 449 miR-211

miR-212 uaacagucuccagucacggcc 450 miR-212

miR-213 accaucgaccguugauuguacc 451 miR-213

miR-214 acagcaggcacagacaggcag 452 miR-214

miR-215 augaccuaugaauugacagac 453 miR-215

miR-216 uaaucucagcuggcaacugug 454 miR-216

miR-217 uacugcaucaggaacugauuggau 455 miR-217

miR-218 uugugcuugaucuaaccaugu 456 miR-218-1;, miR-218-2

miR-219 ugauuguccaaacgcaauucu 457 miR-219;, miR-219-1; miR-219-2

miR-220 ccacaccguaucugacacuuu 458 miR-220

miR-221 agcuacauugucugcuggguuuc 459 miR-221

miR-222 agcuacaucuggcuacugggucuc 460 miR-222

miR-223 ugucaguuugucaaauacccc 461 miR-223

miR-224 caagucacuagugguuccguuua 462 miR-224

miR-296 agggcccccccucaauccugu 463 miR-296

miR-299 ugguuuaccgucccacauacau 464 miR-299

miR-301 cagugcaauaguauugucaaagc 465 miR-301

miR-302a uaagugcuuccauguuuugguga 466 miR-302a

miR-302b* acuuuaacauggaagugcuuucu 467 miR-302b

miR-302b uaagugcuuccauguuuuaguag 468 miR-302b

miR-302c* uuuaacauggggguaccugcug 469 miR-302c¢

miR-302c¢ uaagugcuuccauguuucagugg 470 miR-302c¢

miR-302d uaagugcuuccauguuugagugu 471 miR-302d

miR-320 aaaagcuggguugagagggcgaa 472 miR-320

37




10

15

20

ES 2604 324 T3

miR-321 uaagccagggauuguggguuc 473 miR-321
miR-323 gcacauuacacggucgaccucu 474 miR-323
miR-324-5p cgcauccccuagggcauuggugu 475 miR-324
miR-324-3p ccacugccccaggugcugeugg 476 miR-324
miR-325 ccuaguagguguccaguaagu 477 miR-325
miR-326 ccucugggcccuuccuccag 478 miR-326
miR-328 cuggcccucucugcccuuccgu 479 miR-328
miR-330 gcaaagcacacggccugcagaga 480 miR-330
miR-331 gccccugggcecuauccuagaa 481 miR-331
miR-335 ucaagagcaauaacgaaaaaugu 482 miR-335
miR-337 uccagcuccuauaugaugccuuu 483 miR-337
miR-338 uccagcaucagugauuuuguuga 484 miR-338
miR-339 ucccuguccuccaggagcuca 485 miR-339
miR-340 uccgucucaguuacuuuauagcc 486 miR-340
miR-342 ucucacacagaaaucgcacccguc 487 miR-342
miR-345 ugcugacuccuaguccagggc 488 miR-345
miR-346 ugucugcccgcaugccugccucu 489 miR-346
miR-367 aauugcacuuuagcaaugguga 490 miR-367
miR-368 acauagaggaaauuccacguuu 491 miR-368
miR-369 aauaauacaugguugaucuuu 492 miR-369
miR-370 gccugcugggguggaaccugg 493 miR-370
miR-371 gugccgccaucuuuugagugu 494 miR-371
miR-372 aaagugcugcgacauuugagcgu 495 miR-372
miR-373* acucaaaaugggggcgcuuucc 496 miR-373
miR-373 gaagugcuucgauuuuggggugu 497 miR-373
miR-374 uuauaauacaaccugauaagug 498 miR-374

La presente invencion abarca métodos para diagnosticar si un sujeto tiene un cancer de colon, pancreas o
estébmago, que comprenden medir el nivel de al menos un producto génico de miR-221 en una muestra de ensayo
del sujeto y comparar el nivel del producto génico de miR en la muestra de ensayo con el nivel del correspondiente
producto génico de miR en una muestra de control. Como se usa en la presente memoria un “sujeto” puede ser
cualquier mamifero que tenga, o se sospeche que tiene, un cancer solido. En una realizacion preferida, el sujeto es
un ser humano que tiene, o se sospecha que tiene, un cancer solido.

También se desvelan en la presente memoria métodos en los que el al menos un producto génico de miR medido en
una muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223,
miR-128b, miR-199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-146, miR-155, miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2,
miR-214, miR-30c, miR-25, miR-221, miR-106a y combinaciones de los mismos. También se desvelan en la
presente memoria métodos en los que el producto génico de miR es miR-21, miR-191 o miR-17-5p. También se
desvelan en la presente memoria métodos en los que el producto génico de miR no es miR-15a 0 miR-16-1.
También se desvelan en la presente memoria métodos en los que el producto génico de miR no es miR 159-1 o
miR-192. También se desvelan en la presente memoria métodos en los que el producto génico de miR no es miR-
186, miR-101-1, miR-194, miR-215, miR-106b, miR-25, miR-93, miR-29b, miR-29a, miR-96, miR-182s, miR-182as,
miR-183, miR-129-1, let-7a-1, let-7d, let-7f-1, miR-23b, miR-24-1, miR-27b, miR-32, miR-159-1, miR-192, miR-125b-
1, let-7a-2, miR-100, miR-196-2, miR-148b, miR-190, miR-21, miR-301, miR-142s, miR-142as, miR-105-1 o miR-
175. También se desvelan en la presente memoria métodos en los que el producto génico de miR no es miR-21,
miR-301, miR-142as, miR-142s, miR-194, miR-215 o0 miR-32. También se desvelan en la presente memoria métodos
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en los que el producto génico de miR no es miR-148, miR-10a, miR-196-1, miR-152, miR-196-2, miR-148b, miR-10b,
miR-129-1, miR-153-2, miR-202, miR-139, let-7a, let-7f o let-7d. También se desvelan en la presente memoria
métodos en los que el producto génico de miR no es miR-15a, miR-16-1, miR-182, miR-181, miR-30, miR-15a, miR-
16-1, miR-15b, miR-16-2, miR-195, miR-34, miR-153, miR-21, miR-217, miR-205, miR-204, miR-211, miR-143, miR-
96, miR-103, miR-107, miR-129, miR-9, miR-137, miR-217, miR-186.

Los canceres solidos pueden ser cualquier cancer que surja de érganos y tejidos soélidos. Dichos canceres se
asocian normalmente con la formacién y/o presencia de masas tumorales y pueden ser carcinomas, sarcomas y
linfomas. Los ejemplos especificos de canceres sélidos que pueden diagnosticarse por los métodos desvelados en
la presente memoria incluyen, pero sin limitacion, cancer de colon, cancer rectal, cancer de estébmago (gastrico),
cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de préstata, cancer bronquial, cancer testicular,
cancer ovarico, cancer uterino, cancer peniano, melanoma y otros canceres de la piel, cancer de higado, cancer
esofagico, canceres de la cavidad oral y faringe (por ejemplo, cancer de lengua, cancer de boca), canceres del
sistema digestivo (por ejemplo, cancer intestinal, cancer de la vesicula biliar), canceres de huesos y articulaciones,
canceres del sistema endocrino (por ejemplo, cancer tiroideo), cancer de cerebro, cancer de ojo, canceres del
sistema urinario (por ejemplo, cancer de rifién, cancer de la vejiga urinaria), enfermedad de Hodgkin y linfoma no de
Hodgkin. Los canceres soélidos pueden no ser uno o mas de cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de proéstata,
cancer pancreatico o cancer gastrointestinal.

También se desvelan en la presente memoria métodos en los que el cancer solido es cancer de mama o cancer de
pulmén y el al menos un producto génico de miR medido en una muestra de ensayo se selecciona del grupo que
consiste en miR-210, miR=213 y una combinacioén de los mismos.

También se desvelan en la presente memoria métodos en los que el cancer solido es cancer de colon, cancer de
estébmago, cancer de prostata o cancer de pancreas y el al menos un producto génico de miR medido en una
muestra de ensayo es miR-218-2.

También se desvelan en la presente memoria métodos en los que el cancer sélido es cancer de mama y el al menos
un producto génico de miR medido en una muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en miR-125b-1,
miR-125b-2, miR-145, miR-21 y combinaciones de los mismos. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer
de mama y el al menos un producto génico de miR en una muestra de ensayo puede seleccionarse del grupo que
consiste en miR-21, MmiR-29b-2, miR-146, miR-125b-2, miR-125b-1, miR-10b, miR-145, miR-181a, miR-140, miR-
213, miR-29a prec, miR-181b-1, miR-199b, miR-29b-1, miR-130a, miR-155, let-7a-2, miR-205, miR-29¢c, miR-224,
miR-100, miR-31, miR-30c, miR-17-5p, miR-210, miR-122a, miR-16-2 y combinaciones de los mismos. Como
alternativa, el cancer solido puede ser cancer de mama y el al menos un producto génico de miR puede no ser miR-
15a 0 miR-16-1. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de mama y el al menos un producto génico de
miR puede no ser miR-145, miR-21, miR-155, miR-10b, miR-125b-1, miR-125b-2, let7a-2, let7a-3, let-7d, miR-1223a,
miR-191, miR-206, miR-210, let-7i, miR-009-1 (miR131-1), miR-34 (miR-170), miR-102 (miR-29b), miR-123 (miR-
126), miR-140-as, miR-125a, miR-194, miR-204, miR-213, let-7f-2, miR-101, miR-128b, miR-136, miR-143, miR-149,
miR-191, miR-196-1, miR-196-2, miR-202, miR-103-1, o miR-30c. Como alternativa, el cancer solido puede ser
cancer de mama y el producto génico de miR puede no ser miR-21, miR-125b-1, let-7a-2, let-7i, miR-100, let-7g,
miR-31, miR-32a-1, miR-33b, miR-34a-2, miR-101-1, miR-135-1, miR-142as, miR-142s, miR-144, miR-301, miR-29c,
miR-30c, miR-106a, o miR-29b-1. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de mama y el producto
génico de miR puede no ser miR-159-1 o miR-192. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de mama y
el producto génico de miR puede no ser miR-186, miR-101-1, miR-194, miR-215, miR-106b, miR-25, miR-93, miR-
29b, miR-29a, miR-96, miR-182s, miR-182as, miR-183, miR-129-1, let-7a-1, let-7d, let-7f-1, miR-23b, miR-24-1, miR-
27b, miR-32, miR-159-1, miR-192, miR-125b-1, let-7a-2, miR-100, miR-196-2, miR-148b, miR-190, miR-21, miR-301,
miR-142s, miR-142as, miR-105-1 o0 miR-175. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de mama vy el
producto génico de miR puede no ser miR-21, miR-301, miR-142as, miR-142s, miR-194, miR-215 o miR-32. Como
alternativa, el cancer solido puede ser cancer de mama y el producto génico de miR puede no ser miR-148, miR-
10a, miR-196-1, miR-152, miR-196-2, miR-148b, miR-10b, miR-129-1, miR-153-2, miR-202, miR-139, let-7a, let-7f o
let-7d. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de mama y el producto génico de miR puede no ser miR-
181b, miR-181c, miR-181d, miR-30, miR-15b, miR-16-2, miR-153-1, miR-217, miR-205, miR-204, miR-103, miR-107,
miR-129-2, miR-9 o miR-137.

En una realizacion, se usa el miR-221 y el al menos un producto génico de miR adicional seleccionado del grupo
que consiste en miR-24-1, miR-29b-2, miR-20a, miR-10a, miR-32, miR-203, miR-106a, miR-17-Sp, miR-30c, miR-
223, miR-126*, miR-128b, miR-21, miR-24-2, miR-99b prec, miR-155, miR-213, miR-150, miR-107, miR-191, miR-
221, miR-9-3 y combinaciones de los mismos para diagnosticar el cancer de colon. Como alternativa el cancer sélido
puede ser cancer de colon y el producto génico de miR puede no ser miR 159-1 o miR-192. Como alternativa, el
cancer solido puede ser cancer de colon y el producto génico de miR puede no ser miR-186, miR-101-1, miR-194,
miR-215, miR-106b, miR-25, miR-93, miR-29b, miR-29a, miR-96, miR-182s, miR-182as, miR-183, miR-129-1, let-7a-
1, let-7d, let-7f-1, miR-23b, miR-24-1, miR-27b, miR-32, miR-159-1, miR-192, miR-125b-1, let-7a-2, miR-100, miR-
196-2, miR-148b, miR-190, miR-21, miR-301, miR-142s, miR-142as, miR-105-1 o miR-175. Como alternativa, el
cancer solido puede ser cancer de colon y el producto génico de miR puede no ser miR-21, miR-301, miR-142as,
miR-142s, miR-194, miR-215 o miR-32. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de colon y el producto
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génico de miR puede no ser miR-148, miR-10a, miR-196-1, miR-152, miR-196-2, miR-148b, miR-10b, miR-129-1,
miR-153-2, miR-202, miR-139, let-7a, let-7f o let-7d. Como alternativa, el cancer solido puede ser cancer de colon y
el producto génico de miR puede no ser miR-181b, miR-181¢c, miR-181d, miR-30, miR-15b, miR-16-2, miR-153-1,
miR-217, miR-205, miR-204, miR-103, miR-107, miR-129-2, miR-9 o miR-137.

También se desvelan métodos en los que el cancer sélido es cancer de pulmén y el producto génico de miR en una
muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en miR-21, miR-205, miR-200b, miR-9-1, miR-210, miR-
148, miR-141, miR-132, miR-215, miR-128b, let-7g, miR-16-2, miR-129-1/2 prec, miR-126*, miR-142-as, miR-30d,
miR-30a-5p, miR-7-2, miR-199a-1, miR-127, miR-34a prec, miR-34a, miR-136, miR-202, miR-196-2; miR-199a-2, let-
7a-2, miR-124a-1, miR-149, miR-17-Sp, miR-196-1 prec, miR-10a, miR-99b prec, miR-196-1, miR-199b, miR-191,
miR-195, miR-155 y combinaciones de los mismos.

Como alternativa, el cancer solido puede ser cancer de pulmén y el al menos un producto génico de miR puede no
ser miR-15a o miR-16-1. Como alternativa el cancer sélido puede ser cancer de pulmén y el al menos un producto
génico de miR puede no ser miR-21, miR-191, miR-126*, miR-210, miR-155, miR-143, miR-205, miR-126, miR-30a-
5p, miR-140, miR-214, miR-218-2, miR-145, miR-106a, miR-192, miR-203, miR-150, miR-220, miR-192, miR-224,
miR-24-2, miR-212, miR-9, miR-17, miR-124a-1, miR-95, miR-198, miR-216, miR-219-1, miR-197, miR-125a, miR-
26a-1, miR-146, miR-199b, let7a-2, miR-27b, miR-32, miR-29b-2, miR-33, miR-181c, miR-101-1, miR-124a-3, miR-
125b-1 o let7f-1. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de pulmén y el al menos un producto génico de
miR puede no ser miR-21, miR-182, miR-181, miR-30, miR-15a, miR-143, miR-205, miR-96, miR-103, miR-107, miR-
129, miR-137, miR-186, miR-15b, miR-16-2, miR-195, miR-34, miR-153, miR-217, miR-204, miR-211, miR-9, miR-
217, let-7a-2 o miR-32. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de pulmén y el producto génico de miR
puede no ser let-7c, let-7g, miR-7-3, miR-210, miR-31, miR-34a-1, miR-a-2, miR-99a, miR-100, miR-125b-2, miR-
132, miR-135-1, miR-195, miR-34, miR-123, miR-203. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de
pulmén y el producto génico de miR puede no ser miR 159-1 o0 miR-192. Como alternativa, el cancer sélido puede
ser cancer de pulmoén y el producto génico de miR puede no ser miR-186, miR-101-1, miR-194, miR-215, miR-106b,
miR-25, miR-93, miR-29b, miR-29a, miR-96, miR-182s, miR-182as, miR-183, miR-129-1, let-7a-1, let-7d, let-7f-1,
miR-23b, miR-24-1, miR-27b, miR-32, miR-159-1, miR-192, miR-125b-1, let-7a-2, miR-100, miR-196-2, miR-148b,
miR-190, miR-21, miR-301, miR-142s, miR-142as, miR-105-1 o miR-175. Como alternativa, el cancer soélido puede
ser cancer de pulmoén y el producto génico de miR puede no ser miR-21, miR-301, miR-142as, miR-142s, miR-194,
miR-215 o miR-32. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de pulmén y el producto génico de miR
puede no ser miR-148, miR-10a, miR-196-1, miR-152, miR-196-2, miR-148b, miR-10b, miR-129-1, miR-153-2, miR-
202, miR-139, let-7a, let-7f o let-7d. Como alternativa, el cancer soélido puede ser cancer de pulmén y el producto
génico de miR puede no ser miR-181b, miR-181¢, miR-181d, miR-30, miR-15b, miR-16-2, miR-153-1, miR-217, miR-
205, miR-204, miR-103, miR-107, miR-129-2, miR-9 o miR-137.

También se desvelan métodos en los que el cancer sélido puede ser cancer pancreatico y el al menos un producto
génico de miR medido en la muestra de ensayo puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-103-1, miR-
103-2, miR-155, miR-204 y combinaciones de los mismos.

En una realizacion relacionada, se usa el miR-221 y al menos un producto génico de miR adicional seleccionado del
grupo que consiste en miR-103-2, miR-103-1, miR-24-2, miR-107, miR-100, miR-125b-2, miR-125b-1, miR-24-1,
miR-191, miR-23a, miR-26a-1, miR-125a, miR-130a, miR-26b, miR-145, miR-221, miR-126* miR-16-2, miR-146,
miR-214, miR-99b, miR-128b, miR-155, miR-29b-2, miR-29a, miR-25, miR-16-1, miR-99a, miR-224, miR-30d, miR-
92-2, miR-199a-1, miR-223, miR-29¢c, miR-30b, miR-129-1/2, miR-197, miR-17-Sp, miR-30c, miR-7-1, miR-93-1,
miR-140, miR-30a-5p, miR-132, miR-181b-1, miR-152 prec, miR-23b, miR-20a, miR-222, miR-27a, miR-92-1, miR-
21, miR-129-1/2 prec, miR-150, miR-32, miR-106a, miR-29b-1 y combinaciones de los mismos para diagnosticar el
cancer pancreatico.

También se desvelan métodos en los que el cancer sélido puede ser cancer pancreatico y el producto génico de miR
puede no ser miR-15a o miR-16-1. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer pancreatico y el producto
génico de miR puede no ser miR 159-1 o miR-192. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer pancreatico
y el producto génico de miR puede no ser miR-186, miR-101-1, miR-194, miR-215, miR-106b, miR-25, miR-93, miR-
29b, miR-29a, miR-96, miR-182s, miR-182as, miR-183, miR-129-1, let-7a-1, let-7d, let-7f-1, miR-23b, miR-24-1, miR-
27b, miR-32, miR-159-1, miR-192, miR-125b-1, let-7a-2, miR-100, miR-196-2, miR-148b, miR-190, miR-21, miR-301,
miR-142s, miR-142as, miR-105-1 o miR-175. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer pancreatico y el
producto génico de miR puede no ser miR-21, miR-301, miR-142as, miR-142s, miR-194, miR-215 o miR-32. Como
alternativa, el cancer sélido puede ser cancer pancreatico y el producto génico de miR puede no ser miR-148, miR-
10a, miR-196-1, miR-152, miR-196-2, miR-148b, miR-10b, miR-129-1, miR-153-2, miR-202, miR-139, let-7a, let-7f o
let-7d. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer pancreatico y el producto génico de miR puede no ser
miR-181b, miR-181c, miR-181d, miR-30, miR-15b, miR-16-2, miR-153-1, miR-217, miR-205, miR-204, miR-103,
miR-107, miR-129-2, miR-9 o miR-137.

También se desvelan métodos en los que el cancer sélido es cancer de prostata y el producto génico de miR en una

muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en let-7d, miR-128a prec, miR-195, miR-203, let-7a-2 prec,
miR-34a, miR-20a, miR-218-2, miR-29a, miR-25, miR-95, miR-197, miR-135-2, miR-187, miR-196-1, miR-148, miR-
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191, miR-21, let-7i, miR-198, miR-199a-2, miR-30c, miR-17-Sp, miR-92-2, miR-146, miR-181b-1 prec, miR-32, miR-
206, miR-184 prec, miR-29a prec, miR-29b-2, miR-149, miR-181b-1, miR-196-1 prec, miR-93-1, miR-223, miR-16-1,
miR-101-1, miR-124a-1, miR-26a-1, miR-214, miR-27a, miR-24-1, miR-106a, miR-199a-1 y combinaciones de los
mismos.

También se desvela un método en el que el cancer sélido puede ser cancer de proéstata y el producto génico de miR
puede no ser miR-15a o miR-16-1. Como alternativa, el cancer soélido puede ser cancer de prostata y el producto
génico de miR puede no ser miR 159-1 o miR-192. Como alternativa, el cancer solido puede ser cancer de prostata
y el producto génico de miR puede no ser miR-186, miR-101-1, miR-194, miR-215, miR-106b, miR-25, miR-93, miR-
29b, miR-29a, miR-96, miR-182s, miR-182as, miR-183, miR-129-1, let-7a-1, let-7d, let-7f-1, miR-23b, miR-24-1, miR-
27b, miR-32, miR-159-1, miR-192, miR-125b-1, let-7a-2, miR-100, miR-196-2, miR-148b, miR-190, miR-21, miR-301,
miR=142s, miR-142as, miR-105-1 o miR-175. Como alternativa, el cancer solido puede ser cancer de prostata y el
producto génico de miR puede no ser miR-21, miR-301, miR-142as, miR-142s, miR-194, miR-215 o miR-32. Como
alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de préstata y el producto génico de miR puede no ser miR-148, miR-
10a, miR-196-1, miR-152, miR-196-2, miR-148b, miR-10b, miR-129-1, miR-153-2, miR-202, miR-139, let-7a, let-7f o
let-7d. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de prostata y el producto génico de miR puede no ser
miR-181b, miR-181c, miR-181d, miR-30, miR-15b, miR-16-2, miR-153-1, miR-217, miR-205, miR-204, miR-103,
miR-107, miR-129-2, miR-9 o miR-137.

En otra realizacion de la presente invencion, el producto génico de miR-221 y al menos un miR adicional
seleccionado del grupo que consiste en miR-223, miR-21, miR-218-2, miR-103-2, miR-92-2, miR-25, miR-136, miR-
191, miR-125b-2, miR-103-1, miR-214, miR-222, miR-212 prec, miR-125b-1, miR-100, miR-107, miR-92-1, miR-96,
miR-192, miR-23a, miR-215, miR-7-2, miR-138-2, miR-24-1, miR-99b, miR-33b, miR-24-2 y combinaciones de los
mismos se usa para diagnosticar cancer de estomago.

También se desvela un método en el que el cancer sélido puede ser cancer de estobmago y el producto génico de
miR puede no ser miR-15a o miR-16-1. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de estdmago y el
producto génico de miR puede no ser miR 159-1 o miR-192. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de
estébmago y el producto génico de miR puede no ser miR-186, miR-101-1, miR-194, miR-215, miR-106b, miR-25,
miR-93, miR-29b, miR-29a, miR-96, miR-182s, miR-182as, miR-183, miR-129-1, let-7a-1, let-7d, let-7f-1, miR-23b,
miR-24-1, miR-27b, miR-32, miR-159-1, miR-192, miR-125b-1, let-7a-2, miR-100, miR-196-2, miR-148b, miR-190,
miR-21, miR-301, miR-142s, miR-142as, miR-105-1 o miR-175. Como alternativa, el cancer solido puede ser cancer
de estdbmago y el producto génico de miR puede no ser miR-21, miR-301, miR-142as, miR-142s, miR-194, miR-215,
o miR-32. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de estobmago y el producto génico de miR puede no
ser miR-148, miR-10a, miR-196-1, miR-152, miR-196-2, miR-148b, miR-10b, miR-129-1, miR-153-2, miR-202, miR-
139, let-7a, let-7f o let-7d. Como alternativa, el cancer sélido puede ser cancer de estomago y el producto génico de
miR puede no ser miR-181b, miR-181c, miR-181d, miR-30, miR-15b, miR-16-2, miR-153-1, miR-217, miR-205, miR-
204, miR-103, miR-107, miR-129-2, miR-9 o miR-137.

El nivel de un producto génico de miR puede medirse en una muestra biolégica (por ejemplo, células, tejidos)
obtenida del sujeto. Por ejemplo, puede retirarse una muestra tisular (por ejemplo, de un tumor) de un sujeto que se
sospecha que tiene un cancer sélido por técnicas de biopsia convencionales. En otros métodos, puede retirarse una
muestra sanguinea del sujeto, y pueden aislarse células sanguineas (por ejemplo, glébulos blancos) para extraccion
de ADN por técnicas convencionales. La muestra de sangre o tejido se obtiene preferentemente del sujeto antes del
inicio de la radioterapia, quimioterapia u otro tratamiento terapéutico. Puede obtenerse una muestra de tejido o
sangre de control correspondiente de tejidos no afectos del sujeto, de un individuo humano normal o poblacién de
individuos normales, o de células cultivadas correspondientes a la mayoria de las células en la muestra del sujeto.
La muestra de tejido o sangre de control se procesa después junto con la muestra del sujeto, de modo que los
niveles de producto génico de miR producido a partir de un gen de miR dado en células de la muestra del sujeto
puede compararse con los niveles de producto génico de miR correspondientes de células de la muestra de control.
Puede usarse también un patrén de expresion de miR de referencia para la muestra biolégica como un control.

Una alteracién (por ejemplo, un aumento o reduccién) del nivel de un producto génico de miR en una muestra
obtenida un sujeto, en relaciéon con el nivel de un producto génico de miR correspondiente en una muestra de
control, es indicativa de la presencia de un cancer sélido en el sujeto. El nivel del al menos un producto génico de
miR en la muestra de ensayo puede ser mayor que el nivel del producto génico de miR correspondiente en la
muestra de control (es decir, la expresion del producto génico de miR esta “regulada positivamente”). Como se usa
en la presente memoria, la expresién de un producto génico de miR esta “‘regulada positivamente” cuando la
cantidad de producto génico de miR en una muestra celular o tisular de un sujeto es mayor que la cantidad del
mismo producto génico en una muestra celular o tisular de control. El nivel del al menos un producto génico de miR
en la muestra de ensayo puede ser menor que el nivel del producto génico de miR correspondiente en la muestra de
control (es decir, la expresion del producto génico de miR esta “regulada negativamente”). Como se usa en la
presente memoria, la expresion de un gen de miR estad “regulada negativamente” cuando la cantidad de producto
génico de miR producida de ese gen en una muestra celular o tisular de un sujeto es menor que la cantidad
producida del mismo gen en una muestra celular o tisular de control. La expresién génica de miR relativa en las
muestras de control y normales puede determinarse con respecto a uno o mas patrones de expresién de ARN. Los
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patrones pueden comprender, por ejemplo, un nivel de expresion génica de miR cero, el nivel de expresion génica
de miR en una linea celular convencional, el nivel de expresion génica de miR en tejidos no afectados del sujeto, o el
nivel medio de expresion génica de miR previamente obtenido para una poblacién de controles humanos normales.

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

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

Por ejemplo, la sonda de acido nucleico puede marcarse con, por ejemplo, un radiontclido, tal como 3H, 32P, 33p, 14C
o 3S; un metal pesado; un ligando capaz de actuar como un miembro de par de union especifico para un ligando
marcado (por ejemplo, biotina, avidina o wun anticuerpo); una molécula fluorescente; una molécula
quimioluminiscente; una enzima o similares.

Las sondas pueden marcarse a alta actividad especifica por el método de traslacion de muesca de Rigby et al.
(1977), J. Mol. Biol. 113: 237-251 o por el método de cebadores aleatorios de Fienberg et al. (1983), Anal. Biochem.
132: 6-13. Este ultimo es el método elegido para sintetizar sondas marcadas con %°P de alta actividad especifica a
partir de ADN monocatenario o de moldes de ARN. Por ejemplo, reemplazando nucleétidos preexistentes con
nucleotidos altamente radiactivos de acuerdo con el método de traslacion de muescas, es posible preparar sondas
de acido nucleico marcadas con 2P con una actividad especifica bastante mayor de 10° cpm/microgramo. Después
puede realizarse deteccién autorradiografica de la hibridacion exponiendo los filtros hibridados a pelicula fotografica.
La exploracion densitométrica de las peliculas fotograficas expuestas a los filtros hibridados proporciona una
medicion precisa de los niveles de transcrito génico de miR. Usando otro enfoque, los niveles de transcrito génico de
miR pueden cuantificarse por sistemas de formacion de imagenes computarizada, tales como el Phosphorimager
Molecular Dynamics 400-B 2D disponible de Amersham Biosciences, Piscataway, NJ.

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

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

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

En algunos casos, puede ser deseable determinar simultineamente el nivel de expresion de una pluralidad de
productos génicos de miR diferentes en una muestra. En otros casos, puede ser deseable determinar el nivel de
expresion de los transcritos de todos los genes de miR conocidos correlacionados con céncer. La evaluacién de los
niveles de expresion especificos de cancer para cientos de genes o productos génicos de miR consume tiempo y
requiere una gran cantidad de ARN total (por ejemplo, al menos 20 ug para cada transferencia de Northern) y
técnicas autorradiograficas que requieren is6topos radiactivos.

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

Un “perfil de expresion” o “perfil de hibridacién” de una muestra particular es esencialmente una identificacién del
estado de la muestra; aunque dos estados pueden tener cualquier gen particular expresado de forma similar, la
evaluacion de varios genes permite simultaneamente la generacion de un perfil de expresién génica que es unico
para el estado de la célula. Es decir, el tejido normal puede distinguirse del tejido canceroso (por ejemplo, tumoral), y
dentro del tejido canceroso, pueden determinarse diferentes estados de pronéstico (por ejemplo, buenas o malas
perspectivas de supervivencia a largo plazo). Comparando los perfiles de expresion de tejido de cancer sélido en
diferentes estados, se obtiene informacién con respecto a qué genes son importantes (incluyendo regulacion tanto
positiva como negativa de los genes) en cada uno de estos estados. La identificacién de secuencias que se
expresan diferencialmente en tejido de cancer soélido, asi como la expresion diferencial que da como resultado
diferentes resultados de pronéstico, permiten el uso de esta informacion de varias maneras. Por ejemplo, puede
evaluarse un régimen de tratamiento particular (por ejemplo, para determinar si un farmaco quimioterapéutico actua
para mejorar el pronéstico a largo plazo en un paciente particular). De forma similar, el diagnéstico puede realizarse
o confirmarse comparando muestras de pacientes con perfiles de expresion conocidos. Ademas, estos perfiles de
expresion génica (o genes individuales) permiten la exploraciéon de candidatos farmacolégicos que suprimen el perfil
de expresion de cancer solido o convierten un perfil de pronéstico malo en un perfil de pronéstico mejor.

En consecuencia, la invencion proporciona métodos para diagnosticar si un sujeto tiene cancer de colon, pancreas o
estdbmago, que comprenden transcribir de forma inversa al menos ARN de miR-221 de una muestra de ensayo
obtenida del sujeto para proporcionar al menos un oligodesoxinucleétido diana de miR-221, hibridar el
oligodesoxinucleétido diana con una microserie que comprende oligonucleétidos sonda especificos de miARN que
incluyen al menos un oligonucleétidos sonda especificos de ARN de miR-221 para proporcionar un perfil de
hibridacion para la muestra de ensayo, y comparar el perfil de hibridacién de la muestra de ensayo con un perfil de
hibridaciéon generado a partir de una muestra de control o patrén de referencia, en el que una alteracion de la sefial
del primer ARN de miR-221 es indicativa de que el sujeto tiene un cancer de colon, pancreas o estbmago. También
se desvelan microseries que comprenden oligonucleétidos sonda especificos de miARN para una parte sustancial
de todos los miARN humanos conocidos. La microserie puede comprender oligonucleétidos sonda especificos de
miARN para uno o mas miARN seleccionados del grupo que consiste en miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2,
miR-223, miR-128b, miR-199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-146, miR-155, miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32,
miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-25, miR-221, miR-106a y combinaciones de los mismos.

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

La microserie puede fabricarse usando técnicas conocidas en este campo. Por ejemplo, los oligonucleétidos sonda

de una longitud apropiada, por ejemplo, 40 nucleétidos, se modifican con amina 5’ en la posicién C6 y se imprimen
usando sistemas de microseries disponibles en el mercado, por ejemplo, el Microarrayer GeneMachine OmniGrid™
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100 y portaobjetos activados Amersham CodeLink™. El oligomero de ADNc marcado correspondiente a los ARN
diana se prepara por transcripcion inversa del ARN diana con cebador marcado. Después de la sintesis de primera
cadena, los hibridos de ARN/ADN se desnaturalizan para degradar los moldes de ARN. Los ADNc diana marcados
preparados de este modo se hibridan después con la microplaca de microserie en condiciones de hibridacién, por
ejemplo, SSPE 6X/formamida 30 % a 25 °C durante 18 horas, seguido de lavado en TNT 0,75X (Tris
HCI/NaCl/Tween 20) a 37 °C durante 40 minutos. En las posiciones de la serie en las que el ADN sonda inmovilizado
reconoce un ADNc diana complementario en la muestra, se produce hibridaciéon. El ADNc diana marcado marca la
posicion exacta en la serie donde se produce unién, permitiendo la deteccion y cuantificacién automatica. El
resultado consiste en una lista de acontecimientos de hibridaciéon, que indican la abundancia relativa de secuencias
de ADNCc especificas, y por lo tanto la abundancia relativa de los miR complementarios correspondientes, en la
muestra del paciente. El oligdmero de ADNc marcado puede ser un ADNc marcado con biotina, preparado a partir
de un cebador marcado con biotina. La microserie se procesa después por direccién directa de los transcritos que
contienen biotina usando, por ejemplo, conjugado de estreptavidina-Alexa 647, y se explora utilizando métodos de
exploraciéon convencionales. Las intensidades de la imagen de cada punto en la serie son proporcionales a la
abundancia del miR correspondiente en la muestra del paciente.

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

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

De acuerdo con los métodos de realizaciones de perfiles de expresién descritos en la presente memoria, el ARN
total de una muestra de un sujeto que se sospecha que tiene un cancer (por ejemplo, un cancer solido) se transcribe
de forma inversa cuantitativamente para proporcionar un conjunto de oligodesoxinucleétidos diana marcados
complementarios del ARN en la muestra. Los oligodesoxinucleétidos diana se hibridan después con una microserie
que comprende oligonucleoétidos sonda especificos de miARN para proporcionar un perfil de hibridacion para la
muestra. El resultado es un perfil de hibridacién para la muestra que representa el patron de expresion de miARN en
la muestra. El perfil de hibridacién comprende la sefial de la unién de los oligodesoxinucleétidos diana de la muestra
con los oligonucleétidos sonda especificos de miARN en la microserie. El perfil puede registrarse como la presencia
o ausencia de union (sefal frente a sefal cero). Mas preferentemente, el perfil registrado incluye la intensidad de la
sefial de cada hibridacién. El perfil se compara con el perfil de hibridacion generado de una muestra de control
normal, es decir, no cancerosa. Una alteracién en la sefal es indicativa de la presencia de, o propension a
desarrollar, cancer en el sujeto.

Otras técnicas para medir la expresién génica de miR también estan dentro de la experiencia de este campo, e
incluyen diversas técnicas para medir las tasas de transcripcion y degradacién de ARN.

La presente divulgacion también proporciona métodos para determinar el pronéstico de un sujeto con un cancer
sélido, que comprenden medir el nivel de al menos un producto génico de miR que esta asociado con un pronéstico
particular en un cancer soélido (por ejemplo, un pronéstico bueno o positivo, un pronéstico malo a adverso), en una
muestra de ensayo del sujeto. De acuerdo con estos métodos, una alteracion del nivel de un producto génico de miR
que esta asociado con un pronostico particular en la muestra de ensayo, en comparacion con el nivel de un producto
geénico de miR correspondiente en una muestra de control, es indicativa de que el sujeto tiene un cancer sélido con
un pronostico particular. El producto génico de miR puede asociarse con un pronéstico adverso (es decir, negativo).
Los ejemplos de un pronéstico adverso incluyen, pero sin limitacion, baja tasa de supervivencia y rapida progresion
de enfermedad. El nivel del al menos un producto génico de miR puede medirse por ARN de transcripcién inversa a
partir de una muestra de ensayo obtenida del sujeto para proporcionar un conjunto de oligodesoxinucleétidos diana,
hibridando los oligodesoxinucleétidos diana con una microserie que comprende oligonucleétidos sonda especificos
de miARN para proporcionar un perfil de hibridacion para la muestra de ensayo, y comparando el perfil de
hibridacion de la muestra de ensayo con un perfil de hibridacién generado a partir de una muestra de control.

Sin desear quedar ligado a ninguna teoria, se cree que las alteraciones en el nivel de uno o mas productos génicos
de miR en células pueden dar como resultado la desregulaciéon de una o mas dianas pretendidas para estos miR, lo
que puede conducir a la formacién de canceres sélidos. Por lo tanto, la alteracién del nivel del producto génico de
miR (por ejemplo, reduciendo el nivel de un producto génico de miR que esté regulado positivamente en células de
cancer solido, aumentando el nivel de un producto génico de miR que esta regulado negativamente en células de
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cancer solido) puede tratar exitosamente el cancer sélido.

En consecuencia, la presente divulgacion abarca métodos para inhibir la tumorogénesis en un sujeto que tiene, o se
sospecha que tiene, un cancer sélido en el que al menos un producto génico de miR esta desregulado (por ejemplo,
regulado positivamente, regulado negativamente) en las células cancerosas del sujeto. Cuando el al menos un
producto génico de miR aislado esta regulado negativamente en las células cancerosas (por ejemplo, miR-145, miR-
155, miR-218-2), el método comprende administrar una cantidad eficaz del al menos un producto génico de miR
aislado o una variante aislada o fragmento biolégicamente activo de los mismos, de modo que se inhiba la
proliferacién de células cancerosas en el sujeto. El producto génico de miR aislado que se administra puede no ser
miR-15a o miR-16-1. Como alternativa, el producto génico de miR puede no ser miR 159-1 o miR-192. Como
alternativa, el producto génico de miR puede no ser miR-186, miR-101-1, miR-194, miR-215, miR-106b, miR-25,
miR-93, miR-29b, miR-29a, miR-96, miR-182s, miR=182as, miR-183, miR-129-1, let-7a-1, let-7d, let-7f-1, miR-23b,
miR-24-1, miR-27b, miR-32, miR-159-1, miR-192, miR-125b-1, let-7a-2, miR-100, miR-196-2, miR-148b, miR-190,
miR-21, miR-301, miR-142s, miR-142as, miR-105-1 o miR-175. Como alternativa, el producto génico de miR puede
no ser miR-21, miR-301, miR-142as, miR-142s, miR-194, miR-215 o miR-32. Como alternativa, el producto génico
de miR puede no ser miR-148, miR-10a, miR-196-1, miR-152, miR-196-2, miR-148b, miR-10b, miR-129-1, miR-153-
2, miR-202, miR-139, let-7a, let-7f o let-7d. Como alternativa, el producto génico de miR puede no ser miR-30, miR-
15b, miR-16-2, miR-217, miR-205, miR-204, miR-103, miR-107, miR-9 y miR-137. Como alternativa, el producto
génico de miR puede no ser miR-145, miR-21, miR-155, miR-10b, miR-125b-1, miR-125b-2, let7a-2, let7a-3, let-7d,
miR-122a, miR-191, miR-206, miR-210, let-7i, miR-009-1 (miR131-1), miR-34 (miR-170), miR-102 (miR-29b), miR-
123 (miR-126), miR-140-as, miR-125a, miR-194, miR-204, miR-213, let-7f-2, miR-101, miR-128b, miR-136, miR-143,
miR-149, miR-191, miR-196-1, miR-196-2, miR-202, miR-103-1 o miR-30c. Como alternativa, el producto génico de
miR puede no ser miR-21, miR-125b-1, let-7a-2, let-7i, miR-100, let-7g, miR-31, miR-32a-1, miR-33b, miR-34a-2,
miR-101-1, miR-135-1, miR-142as, miR-142s, miR-144, miR-301, miR-29c, miR-30c, miR-106a o miR-29b-1.

Por ejemplo, cuando un producto génico de miR esta regulado negativamente en una célula cancerosa en un sujeto,
la administracién de una cantidad eficaz de un producto génico de miR aislado al sujeto puede inhibir la proliferacion
de la célula cancerosa. El producto génico de miR aislado que se administra al sujeto puede ser idéntico al producto
génico de miR natural endégeno (por ejemplo, un producto génico de miR mostrado en la Tabla 1a o Tabla 1b) que
esta regulado negativamente en la célula cancerosa o puede ser una variante o fragmento biolégicamente activo del
mismo. Como se define en la presente memoria una “variante” de un producto génico de miR se refiere a un miARN
que tiene menos de 100 % de identidad con un producto génico de miR natural correspondiente y posee una 0 mas
actividades biol6gicas del producto génico de miR natural correspondiente. Los ejemplos de dichas actividades
biolégicas incluyen, pero sin limitacion, inhibicion de la expresién de la molécula de ARN diana (por ejemplo,
inhibiendo la traduccion de una molécula de ARN diana, modulando la estabilidad de una molécula de ARN diana,
inhibiendo el procesamiento de una molécula de ARN diana) e inhibicién de un proceso celular asociado con cancer
solido (por ejemplo, diferenciacion celular, crecimiento celular, muerte celular). Estas variantes incluyen variantes de
especie y variantes que son la consecuencia de una o mas mutaciones (por ejemplo, una sustitucién, una delecion,
una insercién) en un gen de miR. La variante puede ser al menos aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 98 % 0 99 % idéntica a un producto génico de miR natural correspondiente.

Como se define en la presente memoria, un “fragmento biolégicamente activo” de un producto génico de miR se
refiere a un fragmento de ARN de un producto génico de miR que posee una o mas actividades biolégicas de un
producto génico de miR natural correspondiente. Como se ha descrito anteriormente, los ejemplos de dichas
actividades biologicas incluyen, pero sin limitacién, inhibicién de la expresién de una molécula de ARN diana e
inhibicion de un proceso celular asociado con cancer soélido. El fragmento biolégicamente activo puede ser de al
menos aproximadamente 5, 7, 10, 12, 15 o 17 nucledétidos de longitud. Un producto génico de miR aislado puede
administrarse a un sujeto en combinacién con uno o més tratamientos antineoplésicos adicionales. Los tratamientos
antineoplasicos adecuados incluyen, pero sin limitacién, quimioterapia, radioterapia y combinaciones de las mismas
(por ejemplo, quimiorradiacion).

Cuando el al menos un producto génico de miR aislado esta regulado positivamente en las células cancerosas, el
método comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto para inhibir la expresién del
al menos un producto génico de miR, denominado en la presente memoria compuesto de inhibiciéon de la expresién
génica de miR, de modo que se inhiba la proliferacion de células de cancer sélido. El al menos un compuesto de
inhibicion de la expresion de miR es especifico para un producto génico de miR seleccionado del grupo que consiste
en miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-146, miR-
155, miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-25, miR-221, miR-106a vy
combinaciones de los mismos. Un compuesto de inhibicion de la expresién génica de miR puede administrarse a un
sujeto en combinacion con uno o mas tratamientos antineoplasicos adicionales. Los tratamientos antineoplasicos
adecuados incluyen, pero sin limitacion, quimioterapia, radioterapia y combinaciones de los mismos (por ejemplo,
quimiorradiacion).

Los términos “tratar”, “tratando” y “tratamiento”, como se usan en la presente memoria, se refieren a aliviar sintomas
asociados con una enfermedad o afeccién, por ejemplo, un cancer sélido, incluyendo prevenir o retardar la aparicién
de los sintomas de la enfermedad, y/o reducir la gravedad o frecuencia de los sintomas de la enfermedad o

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2604 324 T3

afeccion. Se define que los términos “sujeto”, “paciente” e “individuo” en la presente memoria incluyen animales,
tales como mamiferos, incluyendo, pero sin limitacion, primates, vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos,
conejos, cobayas, ratas, ratones u otras especies bovinas, ovinas, equinas, caninas, felinas, roedoras o murinas.
Preferentemente el animal es un ser humano.

Como se usa en la presente memoria, una “cantidad eficaz” de un producto génico de miR aislado es una cantidad
suficiente para inhibir la proliferacién de una célula cancerosa en un sujeto que padece cancer so6lido. Un experto en
la materia puede determinar facilmente una cantidad eficaz de un producto génico de miR para administrar a un
sujeto dado, teniendo en cuenta factores tales como la talla y peso del sujeto; el alcance de la penetracién de la
enfermedad; la edad, salud y sexo del sujeto; la via de administracion; y si la administracién es regional o sistémica.

Por ejemplo, una cantidad eficaz de un producto génico de miR aislado puede basarse en el peso aproximado de
una masa tumoral para tratar. El peso aproximado de una masa tumoral puede determinarse calculando el volumen
aproximado de la masa, en la que un centimetro cubico de volumen es aproximadamente equivalente a un gramo.
Una cantidad eficaz del producto génico de miR aislado basandose en el peso de una masa tumoral puede estar en
el intervalo de aproximadamente 10-500 microgramos/gramo de masa tumoral. La masa tumoral puede ser 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 puede basarse en el peso corporal aproximado o
estimado de un sujeto para tratar. Preferentemente, dichas cantidades eficaces se administran por via parenteral o
por via entérica, como se describe en la presente memoria. Por ejemplo, una cantidad eficaz del producto génico de
miR aislado que se administra a un sujeto puede variar de aproximadamente 53.000 microgramos/kilogramo de peso
corporal, de aproximadamente 700-1000 microgramos/kg de peso corporal o mas de aproximadamente 1000
microgramos/kg de peso corporal.

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

Como se usa en la presente memoria, un producto génico de miR “aislado” es uno que se sintetiza, o se altera o
retira del estado natural mediante intervencién humana. Por ejemplo, un producto génico de miR sintético, o un
producto génico de miR parcial o completamente separado de los materiales coexistentes de su estado natural, se
considera que esta “aislado”. Un producto génico de miR aislado puede existir en forma sustancialmente purificada,
0 puede existir en una célula en la que se ha suministrado el producto génico de miR. Por lo tanto, un producto
génico de miR que se suministra deliberadamente a, o se expresa en, una célula se considera un producto génico
de miR “aislado”. 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”. Los productos génicos de miR aislados descritos en la
presente memoria pueden usarse para la fabricacién de un medicamento para tratar un cancer sélido en un sujeto
(por ejemplo, un ser humano).

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

Como alternativa, los productos génicos de miR pueden expresarse a partir de plasmidos de ADN circulares o
lineales recombinantes usando cualquier promotor adecuado. Los promotores adecuados para expresar ARN a
partir de un plasmido incluyen, por ejemplo, las secuencias promotoras de pol Ill de ARN U6 o H1, o los promotores
de citomegalovirus. La seleccion de otros promotores adecuados esta dentro de la experiencia de la técnica. Los
plasmidos recombinantes también pueden comprender promotores inducibles o regulables para expresiéon de los
productos génicos de miR en células cancerosas.

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

expresion de células cultivadas por técnicas convencionales. Los productos génicos de miR que se expresan a partir
de plasmidos recombinantes también pueden suministrarse a, y expresarse directamente en, las células cancerosas.
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El uso de plasmidos recombinantes para suministrar los productos génicos de miR a células cancerosas se analiza
en mas detalle posteriormente.

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

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

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

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

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

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

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

La seleccion de vectores virales recombinantes, métodos para insertar secuencias de acido nucleico para expresar
ARN en el vector, métodos para suministrar el vector viral a las células de interés y recuperacién de los productos de
ARN expresados estan dentro de la experiencia de la técnica. Véase, por ejemplo, Domburg (1995), Gene Therapy
2: 301-310; Eglitis (1988), Biotechniques 6: 608-614; Miller (1990), Hum. Gene Therapy 1: 5-14; y Anderson (1998),
Nature 392: 25-30.

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

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

Como alternativa, puede administrarse al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto que inhibe la
expresion de miR. Como se usa en la presente memoria, “inhibir la expresion de miR” significa que la produccion del
precursor y/o la forma madura, activa del producto génico de miR después del tratamiento es menor que la cantidad
producida antes del tratamiento. Un experto en la materia puede determinar facilmente si se ha inhibido la expresion
de miR en una célula cancerosa, usando, por ejemplo, las técnicas para determinar el nivel de transcrito de miR
analizadas anteriormente para el método de diagnostico. La inhibicion puede producirse al nivel de la expresion
génica (es decir, inhibiendo la transcripcion de un gen de miR que codifica el producto génico de miR) o el nivel de
procesamiento (por ejemplo, inhibiendo el procesamiento de un precursor de miR en un miR activo, maduro).

Como se usa en la presente memoria, una “cantidad eficaz” de un compuesto que inhibe la expresiéon de miR es una
cantidad suficiente para inhibir la proliferacion de una célula cancerosa en un sujeto que padece un cancer (por
ejemplo, un cancer so6lido). Un experto en la materia puede determinar faciimente una cantidad eficaz de un
compuesto de inhibicién de la expresion de miR para administrar a un sujeto dado, teniendo en cuenta factores tales
como la talla y el peso del sujeto; el alcance de la penetracion de la enfermedad; la edad, salud y sexo del sujeto; la
via de administracion; y si la administracion es regional o sistémica.

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

Un experto en la materia también puede determinar facilmente un régimen de dosificacién apropiado para
administrar un compuesto que inhibe la expresion de miR a un sujeto dado.

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

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

El ARNip util en los presentes métodos comprende ARN bicatenario corto de aproximadamente 17 nucleétidos a
aproximadamente 29 nucleétidos de longitud, preferentemente de aproximadamente 19 a aproximadamente 25
nucleotidos de longitud. EI ARNip comprende una cadena de ARN con sentido y una cadena de ARN antisentido
complementaria, hibridadas entre si por interaccion de formacién de pares de bases de Watson-Crick
convencionales (en lo sucesivo en la presente memoria “con formacion de pares de bases”). La cadena con sentido
comprende una secuencia de acido nucleico que es sustancialmente idéntica a una secuencia de acido nucleico
contenida dentro del producto génico de miR diana.

Como se usa en la presente memoria, una secuencia de acido nucleico en un ARNip que es “sustancialmente
idéntico” a una secuencia diana contenida dentro del ARNm diana es una secuencia de acido nucleico que es
idéntica a la secuencia diana, o que difiere de la secuencia diana en uno o dos nucleétidos. Las cadenas con sentido
y antisentido del ARNip pueden comprender dos moléculas de ARN monocatenarias, complementarias, o pueden
comprender una unica molécula en la que dos partes complementarias forman pares de bases y estan ligadas
covalentemente por un area de “horquilla” monocatenaria.

El ARNip también puede ser ARN alterado que difiere del ARN de origen natural por la adicién, delecién, sustitucion
y/o alteracion de uno o mas nucleétidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adicién de material no nucleotidico, tal
como en el extremo o los extremos del ARNip o en uno o mas nucleoétidos internos del ARNip, o modificaciones que
hacen al ARNip resistente a la digestion por nucleasa, o la sustitucion de uno o mas nucleétidos en el ARNip con
desoxirribonucleotidos.
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Una o ambas cadenas del ARNip también puede comprender un saliente 3. Como se usa en la presente memoria,
un “saliente 3" se refiere a al menos un nucleétido no emparejado que se extiende desde el extremo 3’ de una
cadena de ARN bicatenaria. Por lo tanto, el ARNip puede comprender al menos un saliente 3' de 1 a
aproximadamente 6 nucleotidos (que incluye ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos) de longitud, de 1 a
aproximadamente 5 nucleétidos de longitud, de 1 a aproximadamente 4 nucleétidos de longitud, o de
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 nucleé6tidos de longitud. El saliente 3' puede estar presente en ambas
cadenas del ARNip, y es de 2 nucledtidos de longitud. Por ejemplo, cada cadena del ARNip puede comprender
salientes 3’ de acido ditimidilico (“TT”) o acido diuridilico (“uu”).

El ARNip puede producirse de forma quimica o biologica, o puede expresarse a partir de un plasmido recombinante
o vector viral, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos de miR aislados. Se describen métodos
a modo de ejemplo para producir y ensayar moléculas de ARNbc o ARNip 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.

La expresion de un gen de miR dado también puede inhibirse por un acido nucleico antisentido. Como se usa en la
presente memoria, un “acido nucleico antisentido” se refiere a una molécula de acido nucleico que se une a ARN
diana por medio de interacciones de ARN-ARN, ARN-ADN o ARN-acido peptidonucleico, que alteran la actividad del
ARN diana. Son acidos nucleicos antisentido adecuados para su uso en los presentes métodos acidos nucleicos
monocatenarios (por ejemplo, ARN, ADN, quimeras de ARN-ADN, acido peptidonucleico (PNA)) que generalmente
comprenden una secuencia de acido nucleico complementaria de una secuencia de acido nucleico contigua en un
producto génico de miR. El acido nucleico antisentido puede comprender una secuencia de acido nucleico que es
50-100 % complementaria, 75-100 % complementaria o 95-100 % complementaria de una secuencia de acido
nucleico contigua en un producto génico de miR. Se proporcionan secuencias de acido nucleico para los productos
génicos de miR en las Tablas 1a y 1b. Sin desear quedar ligado a ninguna teoria, se cree que los acidos nucleicos
antisentido activan RNasa H u otra nucleasa celular que digiere la doble cadena de producto génico de miR/acido
nucleico antisentido.

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

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

La expresion de un gen de miR dado también puede inhibirse por un acido nucleico enzimatico. Como se usa en la
presente memoria, un “acido nucleico enzimatico” se refiere a un acido nucleico que comprende una region de union
a sustrato que tiene complementariedad con una secuencia de acido nucleico contigua de un producto génico de
miR, y que es capaz de escindir especificamente el producto génico de miR. La region de unién al sustrato de acido
nucleico enzimatico puede ser, por ejemplo, 50-100 % complementaria, 75-100 % complementaria o 95-100 %
complementaria de una secuencia de acido nucleico contigua en un producto génico de miR. Los acidos nucleicos
enzimaticos también pueden comprender modificaciones en los grupos de base, azicar y/o fosfato. Un acido
nucleico enzimatico a modo de ejemplo para su uso en los presentes métodos es una ribozima.

Los acidos nucleicos enzimaticos pueden producirse de forma quimica o biolégica, o pueden expresarse a partir de
un plasmido o vector viral recombinante, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos de miR
aislados. Se describen métodos a modo de ejemplo para producir y ensayar moléculas de ARNbc o ARNip 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.

La administracion de al menos un producto génico de miR, o al menos un compuesto para inhibir la expresion de
miR, inhibira la proliferacién de células cancerosas en un sujeto que tiene un cancer sélido. Como se usa en la
presente memoria, “inhibir la proliferacion de una célula cancerosa” significa destruir la célula, o detener permanente
o temporalmente o ralentizar el crecimiento de la célula. La inhibicion de la proliferacion de células cancerosas
puede inferirse si el numero de dichas células en el sujeto permanece constante o se reduce después de la
administracion de los productos génicos de miR o los compuestos de inhibicion de la expresién del gen de miR. Una
inhibicion de la proliferacién de células cancerosas puede también inferirse si el nimero absoluto de dichas células
aumenta, pero la tasa de crecimiento tumoral disminuye.

El numero de células cancerosas en el cuerpo de un sujeto puede determinarse por medicion directa, o mediante
estimacion del tamafio de las masas tumorales primaras o metastasicas. Por ejemplo, el numero de células
cancerosas en un sujeto puede medirse por métodos inmunohistolégicos, citometria de flujo, u otras técnicas
disefiadas para detectar marcadores de superficie caracteristicos de células cancerosas.
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El tamafio de una masa tumoral puede determinarse por observacion visual directa, o por métodos de formacién de
imagenes de diagnostico, tales como rayos X, formacion de imagenes por resonancia magnética, ultrasonidos y
escintigrafia. Pueden emplearse métodos de formacion de imagenes de diagnéstico usados para determinar el
tamafo de la masa tumoral con o sin agentes de contraste, como se conoce en la técnica. El tamafio de una masa
tumoral también puede determinare por medios fisicos, tales como palpaciéon de la masa tisular o medicién de la
masa tisular con un instrumento de medicién, tal como un calibrador.

Los productos génicos de miR o compuestos de inhibicion de la expresion génica de miR pueden administrarse a un
sujeto por cualquier medio adecuado para suministrar estos compuestos a células cancerosas del sujeto. Por
ejemplo, los productos génicos de miR o compuestos de inhibicién de la expresién de miR pueden administrarse por
métodos adecuados para transfectar células del sujeto con estos compuestos, o con &cidos nucleicos que
comprenden secuencias que codifican estos compuestos. Las células se transfectan con un vector plasmidico o viral
gue comprende secuencias que codifican al menos un producto génico de miR o compuesto de inhibiciéon de la
expresion génica de miR.

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

Por ejemplo, las células pueden transfectarse con un compuesto de transferencia liposémico, por ejemplo, DOTAP
(N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetil-amonio metilsulfato, Boehringer-Mannheim) o un equivalente, tal como
LIPOFECTINA. La cantidad de acido nucleico usada no es critica; pueden conseguirse resultados aceptables con
0,1-100 microgramos de acido nucleico/10° células. Por ejemplo, puede usarse una relacion de aproximadamente
0,5 microgramos de vector plasmidico en 3 microgramos de DOTAP por cada 10° células.

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

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

Se analizan en la presente memoria y/o se conocen bien en la técnica plasmidos recombinantes y vectores virales
que comprenden secuencias que expresan los productos génicos de miR o compuestos de inhibicién de la expresién
génica de miR, y técnicas para suministrar dichos plasmidos y vectores a células cancerosas.

Se usan liposomas para suministrar un producto génico de miR o compuestos de inhibicién de la expresion génica
de miR (o acidos nucleicos que comprenden secuencias que los codifican) a un sujeto. Los liposomas también
pueden aumentar la semivida en sangre de los productos génicos o acidos nucleicos. Pueden formarse liposomas
adecuados a partir de lipidos formadores de vesiculas convencionales, que generalmente incluyen fosfolipidos
neutros o cargados negativamente y un esterol, tal como colesterol. La seleccién de lipidos generalmente se guia
por la consideracion de factores, tales como el tamafio de liposoma deseado y la semivida de los liposomas en el
torrente sanguineo. Se conocen diversos métodos para preparar liposomas, por ejemplo, como se describe en
Szoka et al. (1980), Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9: 467; y Patentes de Estados Unidos N° 4.235.871, 4.501.728,
4.837.028 y 5.019.369.

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

Los liposomas para su uso en los presentes métodos también pueden modificarse para evitar la eliminacién por el

sistema de macrofagos mononucleares (‘MMS”) y el sistema reticuloendotelial (“RES”). Dichos liposomas
modificados tienen restos de inhibicién de la opsonizacion en la superficie o incorporados en la estructura del
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liposoma. Un liposoma puede comprender tanto un resto de inhibiciéon de la opsonizacion como un ligando.

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

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

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

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

Los productos génicos de miR o compuestos de inhibicion de la expresion génica de miR pueden formularse como
composiciones farmacéuticas, denominadas en ocasiones “medicamentos”, antes de administrarlos a un sujeto, de
acuerdo con técnicas conocidas en este campo. En consecuencia, la presente divulgacion abarca composiciones
farmacéuticas para tratar un cancer sélido. La composiciéon farmacéutica puede comprender al menos un producto
génico de miR aislado, o una variante aislada o fragmento biolégicamente activo del mismo, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. El al menos un producto génico de miR puede corresponder a un producto génico de
miR que tiene un nivel reducido de expresion en células de cancer solido en relacidon con células de control
adecuadas, El producto génico de miR aislado puede seleccionarse del grupo que consiste en miR-145, miR-155,
miR-218-2 o combinaciones de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender al menos un compuesto de inhibicion de la expresion de miR.
El al menos un compuesto de inhibicion de la expresion génica de miR puede ser especifico para un gen de miR
cuya expresion es mayor en células de cancer sélido que en células de control. EI compuesto de inhibicion de la
expresion génica de miR es especifico para uno o mas productos génicos de miR seleccionados del grupo que
consiste en miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-
146, miR-155, miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-25, miR-221, miR-106a y
combinaciones de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas se caracterizan como al menos estériles y sin pirégenos. Como se usa en la
presente memoria, las “composiciones farmacéuticas” incluyen formulaciones para uso humano y veterinario. Los
métodos para preparar las composiciones farmacéuticas estan dentro de la experiencia de la técnica, por ejemplo
como se describe en Remington’s Pharmaceutical Science, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa. (1985).
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Las presentes composiciones farmacéuticas comprenden al menos un producto génico de miR o compuesto de
inhibicion de la expresion génica de miR (o al menos un acido nucleico que comprende secuencias que los
codifican) (por ejemplo, de 0,1 a 90 % en peso), o una sal fisiolégicamente aceptable de los mismos, mezclados con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender adicionalmente
uno o mas agentes antineoplasicos (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos). Las formulaciones farmacéuticas
también pueden comprender al menos un producto génico de miR o compuesto de inhibiciéon de la expresion génica
de miR (o al menos un acido nucleico que comprende secuencias que los codifican), que estan encapsulados por
liposomas y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicién farmacéutica puede comprender un gen o
producto génico de miR que no es miR-15 y/o miR-16.

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

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

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

Para composiciones farmacéuticas solidas, pueden usarse vehiculos farmacéuticamente aceptables soélidos no
téxicos convencionales; por ejemplo, usos farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio,
sacarina sodica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio y similares.

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

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas uno o mas agentes antineoplasicos. Las
composiciones comprenden al menos un producto génico de miR o compuesto de inhibicion de la expresion génica
de miR (o al menos un acido nucleico que comprende secuencias que los codifican) y al menos un agente
quimoterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos que son adecuados para los métodos desvelados en la presente
memoria incluyen, pero sin limitacion, agentes alquilantes de ADN, agentes antibidticos antitumorales, agentes
antimetabdlicos, agentes estabilizadores de tubulina, agentes desestabilizadores de tubulina, agentes antagonistas
de hormonas, inhibidores de topoisomerasa, inhibidores de proteina quinasa, inhibidores de HMG-CoA, inhibidores
de CDK, inhibidores de ciclina, inhibidores de caspasa, inhibidores de metaloproteinasa, acidos nucleicos
antisentido, ADN de triple hélice, aptameros de acidos nucleicos y agentes virales, bacterianos y exotéxicos
modificados molecularmente. Los ejemplos de agentes adecuados para las composiciones incluyen, pero sin
limitacion, arabinésido de citidina, metotrexato, vincristina, etopésido (VP-16), doxorrubicina (adriamicina), cisplatino
(CDDP), dexametasona, arglabina, ciclofosfamida, sarcolisina, metilnitrosourea, fluorouracilo, 5-fluorouracilo (5FU),
vinblastina, camptotecina, actinomicina-D, mitomicina C, peréxido de hidrégeno, oxaliplatino, irinotecan, topotecan,
leucovorina, carmustina, estreptozocina, CPT-11, taxol, tamoxifeno, dacarbacina, rituximab, daunorrubicina, 1-f-D-
arabinofuranosilcitosina, imatinib, fludarabina, docetaxel, FOLFOX4.

También se desvelan métodos para identificar un inhibidor de tumorogénesis, que comprenden proporcionar un
agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un producto génico de miR en la célula. EI método
comprende proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un producto génico de miR
asociado con niveles de expresion reducidos en células cancerosas. Un aumento del nivel del producto génico de
miR de la célula después de que se proporcione el agente, en relacion con una célula de control adecuada (por
ejemplo, no se proporciona agente), es indicativo de que el agente de ensayo es un inhibidor de tumorogénesis. Al
menos un producto génico de miR asociado con los niveles de expresion reducidos en células cancerosas puede
seleccionarse del grupo que consiste en miR-145, miR-155, miR-218-2 y combinaciones de los mismos.
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Como alternativa, el método puede comprender proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al
menos un producto génico de miR asociado con niveles de expresion aumentados en células cancerosas. Una
reduccion del nivel del producto génico de miR en la célula después de que se proporciones el agente, en relacion
con una célula de control adecuada (por ejemplo, no se proporciona agente) es indicativa de que el agente de
ensayo es un inhibidor de tumorogénesis. Al menos un producto génico de miR que puede estar asociado con
niveles de expresién aumentados en células cancerosas se selecciona del grupo que consiste en miR-21, miR-17-
5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-146, miR-155, miR-181b-1,
miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-25, miR-221, miR-106a.

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

La invencion se ilustrara ahora por los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplificacién

Los siguientes Materiales y Métodos se usaron en los Ejemplos:
Muestras

Se usaron un total de 540 muestras, incluyendo 363 muestras de tumores primarios y 177 tejidos normales, en este
estudio (Tabla 2). Se representaron los siguientes canceres sélidos: carcinoma de pulmén, carcinoma de mama,
carcinoma de prostata, carcinoma de estobmago, carcinoma de colon y tumores endocrinos pancreaticos. Todas las
muestras se obtuvieron con el consentimiento informado de cada paciente y se confirmaron histolégicamente. Las
muestras normales se emparejaron con muestras de individuos aquejados de carcinoma de pulmén y estémago, y
de individuos normales para el resto de los tejidos. Todas las muestras de mama normales se obtuvieron agrupando
5 tejidos normales no relacionados. EI ARN total se aislé de tejidos usando reactivo TRIzol™ (Invitrogen), de
acuerdo con las instrucciones de fabricante.

Microseries de microARN

Se realiz6 analisis de microseries como se ha descrito previamente (Liu, C.-G., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
101: 11755-11760 (2004)). Brevemente, se usaron 5 ng de ARN total para la hibridacién en microplacas de
microseries de miARN. Estas microplacas contienen sondas oligonucleotidicas de 40 unidades especificas de gen,
aplicadas puntualmente por tecnologias de contacto y unidas covalentemente a una matriz polimérica. Las
microseries se hibridaron en SSPE 6x (NaCl 0,9 M/NaH2PO4 60 mM - H2O/EDTA 8 mM, pH 7,4)/formamida 30 % a
25 °C durante 18 h, se lavaron en TNT 0,75x (Tris-HCI/NaCl/Tween 20) a 37 °C durante 40 minutos, y se procesaron
usando deteccién directa en los transcritos marcados con biotina por conjugado de estreptavidina-Alexa647
(Molecular Probes). Los portaobjetos procesados se exploraron usando un explorador de microseries (GenePix Pro,
Axon), con el laser ajustado a 635 nm, a ajustes de PMT fijos y una resolucién de exploracién de 10 mm. Los datos
se confirmaron por transferencia de Northern como se describe (Calin, G. A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:
11755-11760 (2004); lorio, M. V., et al., Cancer Res. 65: 7065-7070 (2005)).

Tabla 2. Muestras usadas en el estudio (tumores y normales correspondientes).

Tipo de tumor Muestras de cancer Muestras Normales
Carcinoma de pulmon 123 123
Carcinoma de mama 79 6*
Carcinoma de colon 46 8
Carcinoma gastrico 20 21
Tumores pancreaticos endocrinos 39 12

Cancer de préstata 56 7

Todos los tejidos (527) 363 177

* Grupos de 5 tejidos de mama normales no relacionados por muestra (para un total
de 30 individuos no relacionados).
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Analisis computacional

Se analizaron imagenes de microseries usando GenePix Pro (Axon). De los valores medios de los puntos repetidos
de cada miARN se restd el fondo, se normalizaron y se sometieron a andlisis adicional. Se realiz6 normalizacién
usando un método de normalizacion de mediana por microplaca, usando la mediana de la serie como una
referencia. Finalmente, se seleccionaron los miARN medidos como presentes en al menos la menor de las dos
clases en un conjunto de datos. Las ausencias tuvieron un umbral de 4,5 antes del analisis estadistico. Este nivel es
el nivel de intensidad minimo medio detectado en los experimentos. La nomenclatura de microARN fue de acuerdo
con el Buscador del Genoma (www.genome.ucsc.edu) y la base de datos de microARN en el Centro Sanger
(Griffiths-Jones, S., Nucleic Acids Res 32: D109-11(2004)); en caso de discrepancias los inventores siguieron la
base de datos de microARN. Se identificaron microARN expresados diferencialmente usando el procedimiento de
ensayo de t dentro de analisis significativo de microseries (SAM) (Tusher, V. G., et al., Proc Natl Acad Sci USA 98:
5116-21 (2001). SAM calcula una puntuacién para cada gen basandose en el cambio de la expresion en relacion
con la desviacion tipica de todas las mediciones. Dentro de SAM, se uso6 el ensayo de t. Los distintivos de microARN
se determinaron aplicando el método de centroides hundidos mas cercanos. Este método identifica un subgrupo de
genes que caracteriza mejor cada cancer soélido de su homologo normal respectivo. Se calculé el error de predicciéon
por medio de validacion cruzada 10 veces, y para cada cancer se obtuvo el distintivo de miR que daba como
resultado el error minimo de prediccion. Se realiz6 un ensayo de nueva toma de muestras por analisis de
permutacion aleatoria para calcular el p valor del distintivo compartido.

Ejemplo 1: Identificacion de un distintivo de expresion de microARN en canceres sdlidos humanos
Estadistica

La comparacion de canceres combinados/tejido normal se realizé6 usando un numero reducido de muestras de
pulmén (80 muestras de cancer y 40 normales), para equilibrar los diferentes tejidos numéricamente, produciendo un
total de 404 muestras. Para analisis estadistico, se retuvieron 137 miR, cuyos valores de expresion estaban por
encima de 256 (valor umbral) en al menos 50 % de las muestras, de las 228 que se midieron. Se usé un ensayo de
T para identificar microARN expresados diferencialmente (Tabla 3). Los p valores del ensayo de T se corrigieron
para multiples procedimientos de ensayo y para controlar las tasas de error de Tipo |. Se obtuvieron p valores
ajustados realizando una nueva toma de muestras con 500.000 permutaciones (Jung, S. H., et al. Biostatistics 6:
157-69 (2005)). Este analisis se realiz6 para evaluar los resultados usando el mismo método que Lu y colaboradores
(Lu, J., et al., Nature 435: 834-8(2005)).

Como una alternativa al ensayo de T, se us6 analisis de significacion de microseries (SAM) para identificar
microARN expresados diferencialmente. Este procedimiento permite el control de la tasa de deteccién falsa (FDR).
El delta se eligi6 para dar como resultado una FDR menor de o igual a 0,01. Después se identificaron los
subconjuntos de microARN que daban como resultado la mejor clasificacion tumoral, es decir, que predecian mejor
las dos clases (cancer y normal), usando el método de los centroides hundidos méas cercanos, como se implementa
en PAM (analisis de prediccion de microseries). Se calculo el error de prediccion por medio de validaciéon cruzada 10
veces. Los microARN se seleccionaron produciendo el error de clasificacion equivocada minimo después de
validacion cruzada.

Resultados

Por el ensayo de T, se obtuvieron 43 miR expresados diferencialmente con un p valor ajustado por debajo de 0,05
(Tabla 3). Se sobreexpresaron 26 miR y 17 se infraexpresaron en relacion con tejidos normales correspondientes
cuando los seis canceres soélidos se agruparon entre si (mama, colon, pulmén, pancreas, prostata, estomago). Estos
resultados indicaron que el espectro de miARN expresados en canceres solidos es muy diferente del de células
normales (43 de 137 miARN, 31 %). Usando SAM, se identificaron 49 miARN expresados diferencialmente, de los
cuales 34 estaban regulados positivamente (Tabla 4). Usando PAM, se identificaron 36 miARN sobreexpresados en
cancer (indicado por puntuaciones de cancer positivas) y 21 miR regulados negativamente (indicados por
puntuaciones de cancer negativas) como expresados diferencialmente (Tabla 5). Sin embargo, estos analisis no
estan adaptados para identificar alteraciones en la expresion de miR que da como resultado uniformemente
transformacion, debido a que la expresion de miR es muy especifica de tejido (He, L., et al. Nature 435: 828-833
(2005); véase también FIG. 1y FIG. 2).

El agrupamiento de miR basado en perfiles de expresién derivados de 363 muestras de cancer solido y 177
normales usando 228 miR se muestra en la FIGURA 1. El arbol, que muestra una muy buena separacion entre los
diferentes tejidos, se construy6 usando 137 miARN diferentes que se expresaron en al menos 50 % de las muestras
usadas en el estudio.
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Tabla 3. miR regulados diferencialmente en 6 tipos de cancer soélido frente a tejidos normales (estadistica de ensayo

de T)*.
miR ID Media de Cancer Media NormaI)Estadistica de ensayo p sin procesar p Aj
miR-21 N° 47 11,538663 9,648338 7,861136 2,00E-06 2,00E-06
miR-141 N° 137 9,024091 7,905398 6,238014 2,00E-06 2,00E-06
miR-212 N° 208 13,540651 14,33617 -6-57942 2,00E-06 2,00E-06
miR-128u prec  N° 113 12,32588 13,522675 -6,76388 2,00E-06 2,00E-06
miR-138-2 N° 133 11,739557 13,144746 -7,01204 2,00E-06 2,00E-06
miR-218-2 N° 221 11,27987 12,539366 -7,40557 2,00E-06 2,00E-06
miR-23b N° 51 14,169748 15,949736 -8,37744 2,00E-06 2,00E-06
miR-195 N° 184 10,343991 9,172985 5,763262 2,00E-06 1,00E-05
miR-212 prec N° 209 12,686966 13,661763 -5,83132 4,00E-06 1,00E-05
miR-29b-2 N°95 11,27556 9,940731 5,660854 2,00E-06 1,40E-05
miR-199a-1 N° 191 10,032008 8,920183 5,528849 2,00E-06 3,00E-05
miR-9-3 N°28 11,461922 12,570412 -5,43006 2,00E-06 4,60E-05
miR-128a N° 114 13,024235 13,856624 -5,35102 6,00E-06 7,20E-05
let-7a-1 N°1  12,616569 13,455246 -5,35346 2,00E-06 7,20E-05
let-7b N°5  13,42636 14,068521 -5,17701 1,00E-05 0,000146
miR-16-2 N° 39 10,460707 9,305895 5,048375 4,00E-06 0,000224
miR-199a-2 N° 192 9,714225 8,759237 4,862553 1,00E-05 0,000494
miR-152 prec N° 151 11,388676 12,357529 -4,83716 2,00E-06 0,00053
miR-16-1 N° 38 10,443169 9,338182 4,755358 1,00E-05 0,00071
miR-30d N°72 13,982017 14,775206 -4,5707 1,50E-05 0,001476
miR-34n N° 78 10,675566 9,63769 4,467301 2,60E-05 0,00217
miR-17-5p N° 41 11,567244 10,281468 4,341834 3,80E-05 0,0034
miR-128b N° 115 10,930395 9,947746 4,304764 3,80E-05 0,03912
miR-20a N° 46 11,409852 10,19284 4,304678 3,20E-05 0,003912
miR-181b-1 prec N° 211 9,577504 8,804294 4,235968 4,80E-05 0,004126
miR-132 N° 121 9,599947 8,775966 4,254737 5,60E-05 0,004126
miR-200b N° 195 9,475221 8,527243 4,221511 4,00E-05 0,0052
let-7a-3 N°4  10,436089 9,511546 4,08952 0,000104 0,008242
miR-138-1 N° 132 8,299613 9,200253 -4,05204 5,60E-05 0,00931
miR-29c N° 65 11,291005 10,326912 4,019385 0,000144 0,010312
miR-29a N°62 11,381359 10,461075 4,013697 0,00015 0,010398
miR-96 N°86 11,37218 12,136636 -3,94825 0,000138 0,012962
miR-191 N° 177 13,498207 12,729872 3,817228 0,000158 0,02015
miR-27a N° 59 10,399338 9,548582 3,715048 0,000344 0,028096
let-7g N°15 10,819688 10,01157 3,653239 0,000426 0,033874
miR-9-1 N°24 10,102819 9,212988 3,651886 0,000388 0,033874
miR-125a N° 107 10,960998 10,005312 3,651356 0,000452 0,033874
miR-95 N° 84 9,435733 8,751331 3,59406 0,000478 0,039594
miR-155 N° 157 12,505359 13,231221 -3,58369 0,000614 0,040394
miR-199b N° 194 9,755066 9,082751 3,55934 0,000588 0,04314
miR-24-2 N° 54 12,611696 11,612557 3,518774 0,00087 0,048278
let-7e N° 11 12,497795 13,055093 -3,561589 0,00054 0,048354
miR-92-1 N°81 16,081074 16,592426 -3,50446 0,000928 0,49828

* - Cuarenta y tres miR tienen un p valor ajustado menor de 0,05. Veintiséis miR estan sobreexpresados y 17
regulados negativamente en carcinomas de mama, colon, pulmén, pancreas, préstata, estbmago.
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Tabla 4. miR regulados diferencialmente en 6 tipos de cancer soélido frente a tejidos normales (SAM, analisis de
significacién de microseries)*.

miR ID Valor d. devtip Valor p Valor q Factorde R
miR-21 N° 47 3,156 0,24 0 0 2,593
miR-23b N° 51 3,117 0,212 0 0 0,443
miR-138-2 N° 133 -2,514 0,2 0 0 0,402
miR-218-2 N° 221 -2,383 0,17 0 0 0,384
miR-29b-2 N° 95 2,246 0,236 0 0 1,868
miR-128a N° 113 -2,285 0,177 0 0 0,368
prec

miR-195 N° 184 2,085 0,203 0 0 1,695
miR-141 N° 137 2,08 0,179 0 0 2,459
miR-199a-1 N° 191 1,987 0,201 0 0 1,945
miR-9-3 N° 28 -1,97 0,204 0 0 0,433
miR-16-2 N° 39 1,966 0,229 0 0 1,788
miR-17-5p N° 41 1,964 0,296 0 0 0,725
miR-20a N° 46 1,898 0,283 0 0 0,969
miR-16-1 N° 38 1,87 0,232 0 0 1,447
miR-212 N° 209 -1,854 0,167 0 0 0,509
prec

miR-34a N° 78 1,756 0,232 0 0 1,219
miR-152 N° 151 -1734 0,2 0 0 0,46
prec

miR-199a-2 N° 192 1,721 0,196 0 0 1,838
miR-128b N° 115 1,674 0,238 0 0 1,266
miR-212 N° 208 -1,659 0,121 0 0 0,627
let-7a-1 Ne 1 -1,628 0,157 0 0 0,461
miR-200b N° 195 1,626 0,225 0 0 1,432
miR-128a N° 114 -1,619 0,156 0 0 0,511
miR-29¢ N° 65 1,611 0,24 0 0 1,225
let-7a-3 N° 4 1,581 0,226 0 0 1,109
miR-29a N° 62 1,565 0,229 0 0 1,706
miR-24-2 N° 54 1,555 0,284 0 0 0,831
miR-138-1 N° 132 -1,551 0,222 0 0 0,432
miR-125a N° 107 1,541 0,262 0 0 1,164
miR-106a N° 99 1,514 0,275 0 0 0,952
miR-132 N° 121 1,496 0,192 0 0 2,158
miR-30d Ne 72 -1,491 0,174 0 0 0,424
miR-9-1 N° 24 1,478 0,244 0 0 0,763
miR-27a N° 59 1,448 0,229 0 0 1,174
miR-181b-1 N° 21 1,435 0,18 0 0 1,525
prec

let-7g N° 15 1,394 0,221 0 0 1,072
miR-96 N° 86 -1,384 0,194 0 0 0,519
miR-191 N° 177 1,372 0,201 0 0 1,165
miR-93-1 N° 83 1,363 0,266 0 0 0,775
miR-136 N° 130 -1,355 0,267 0 0 0,364
miR-205 N° 201 1,343 0,309 0 0 1,281
miR-185 N° 170 1,287 0,222 0,001 0,001 0,609
miR-125b-1 N° 109 1,262 0,283 0,001 0,001 1,215
miR-10a N° 30 1,252 0,227 0,001 0,001 1,643
miR-95 N° 84 1,247 0,19 0,001 0,001 1,509
miR-199b N° 194 1,228 0,189 0,001 0,001 1,246
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miR-10b
let-7i
miR-210

N° 32
N° 10
N° 205

1,219 0,232 0,002
1,216 0,203 0,002
1,213 0,237 0,002

0,001 1,342
0,001 1,026
0,001 1,088

* -Treinta y cinco miR estan sobreexpresados y 14 estan regulados negativamente en carcinomas de mama, colon,
pulmén, pancreas, prostata, estémago (Delta = 0,9, FDR=0,001).

Tabla 5. MicroARN seleccionados por PAM (analisis de prediccion de microserie) en 6 tipos de cancer soélido frente a

tejidos normales

miR ID Puntuacion de cancer solido Puntuacion de tejidos normales
miR-21 N° 47 0,0801 -0,2643
miR-138-2 N° 133 -0,055 0,1815
miR-218-2 N° 221 -0,0535 0,1765
miR-23b N° 51 -0,0516 0,17
miR-128a prec N° 113 -0,0498 0,1642
miR-29b-2 N° 95 0,0457 -0,1508
miR-195 N° 184 0,0404 -0,1333
miR-17-5p N° 41 0,0383 -0,1263
miR-9-3 N° 28 -0,0357 0,1176
miR-212 prec N° 209 -0,0342 0,1129
miR-20a N° 46 0,0322 -0,1061
miR-141 N° 137 0,0322 -0,1061
miR-199-1 N° 191 0,0319 -0,1053
miR-16-2 N° 39 0,0315 -0,1037
miR-152 prec N° 151 -0,0283 0,0933
miR-16-1 N° 38 0,0277 -0,0913
miR-34a N° 78 0,0269 -0,0886
miR-212 N° 208 -0,0265 0,0875
let-7a-1 N° 1 -0,0264 0,0872
miR-128a N° 114 -0,0259 0,0855
miR-128b N° 115 0,0254 -0,0839
miR-24-2 N° 54 0,0244 -0,0803
miR-29c¢ N° 65 0,0224 -0,0738
miR-199a-2 N° 192 0,0223 -0,0736
let-7a-3 Ne° 4 0,0221 -0,073
miR-191 N° 177 0,0188 -0,062
miR-125a N° 107 0,0186 -0,0613
miR-30d Ne 72 -0,0185 0,061
miR-29a N° 62 0,0184 -0,0608
miR-106a N° 99 0,0177 -0,0584
miR-93-1 N° 83 0,0163 -0,0537
miR-200b N° 195 0,0159 -0,0524
let-7g N° 15 0,0158 -0,0521
miR-27a N° 59 0,0157 -0,0518
miR-96 N° 86 -0,0156 0,0514
let-7b N° 5 -0,0152 0,0501
miR-138-1 N° 132 -0,0151 0,0499
miR-9-1 N° 24 0,0136 -0,0448
miR-181b-1 prec N° 211 0,0134 -0,0442
miR-155 N° 157 -0,0128 0,0423
miR-132 N° 121 0,0127 -0,0418
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miR-136 N° 130 -0,0112 0,037
let-7i N° 10 0,0103 -0,034
miR-210 N° 205 0,0074 -0,0245
miR-205 N° 201 0,0073 -0,024
*. miR-185 N° 170 0,0071 -0,0234
miR-24-1 N° 52 0,007 -0,023
miR-199b N° 194 0,0064 -0,021
miR-125b-1 N° 109 0,006 -0,0199
miR-206 prec N° 203 -0,005 0,0166
miR-10a N° 30 0,0045 -0,015
miR-95 N° 84 0,0045 -0,0149
let-7e N° 11 -0,0039 0,013
miR-124a-3 N° 106 -0,0028 0,0091
miR-10b N° 32 0,002 -0,0066
miR-185 prec. N° 171 -0,0014 0,0047
miR-92-1 N° 81 -2,00E-04 5,00E-04

* - T=1.5y error de clasificacion equivocada = 0,176. Treinta y seis miR sobreexpresados en cancer estan indicados
por puntuaciones de cancer positivas; 21 miR regulados negativamente estan indicados por puntuaciones de cancer
negativas.

Ejemplo 2: Identificacion de distintivos de expresion de microARN asociados con diversos canceres solidos
humanos.

Resultados

Para identificar microARN que son pronoéstico de estado de cancer asociado con tumores sélidos, sin incurrir en una
desviacion debido a la especificidad de tejido, se us6é un enfoque alternativo. En primer lugar, se obtuvieron seis
distintivos especificos de tejido, uno para cada histotipo de cancer, realizando ensayos de PAM independientes
(resumidos en las Tablas 6 y 7). Se muestran distintivos especificos para cada cancer en las Tablas 8-13: por
ejemplo, mama-Tabla 8; colon-Tabla 9; pulmén-Tabla 10; pancreas-Tabla 11; préstata-Tabla 12; estbmago-Tabla 13.
Usando estos datos, se identificaron microARN desregulados que se compartian entre los distintivos de miARN de
diferentes histotipos (Tabla 14). Para calcular los p valores para este analisis comparativo, se realiz6 un ensayo de
nueva toma de muestras con 1.000.000 de permutaciones aleatorias sobre la identidad del miARN. El p valor se
defini6 como la frecuencia relativa de puntuaciones de simulacién que sobrepasaban la puntuacion real. Se
identificaron 21 microARN regulados erroneamente que eran comunes de al menos 3 tipos de canceres sélidos (p
valor = 2,5x103) (Tabla 14).

Tabla 6. MicroARN usados para clasificar canceres humanos y tejidos normales™.

Cancer miR regulados miR regulados Error de clasificacion equivocada después de
positivamente negativamente validacién cruzada 10 veces
Mama 15 12 0,08
Colon 21 1 0,09
Pulmén 35 3 0,31
Pancreas 55 2 0,02
Prostata 39 6 0,11
Estémago 22 6 0,19

* - Se realizé normalizaciéon de la mediana y se usé el método de los centroides hundidos mas cercanos para
seleccionar miARN predictivos.

Tabla 7. microARN desregulados en canceres comunes sélidos*.

Cancer Regulados Regulados Regulados Regulados
positivamente por PAM positivamente por SAM negativamente por PAM negativamente por SAM

Mama 15 3 (FDR=0,33) 12 47

Colon 21 42 (FDR<=0,06) 1 5

Pulmoén 35 38 (FDR<=0,01) 3 3

Pancreas 55 50 (FDR<=0,01) 2 8

Estémago 22 22 (FDR=0,06) 6 4
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Préstata 39 49 (FDR=0,06) 6 3

* - El analisis de prediccion de microseries (PAM) identifica los genes que caracterizan mejor canceres y tejidos
normales, mientras que el analisis de significacion de microseries (SAM) identifica los que tienen expresion
diferencial en las dos clases. Las tasas de deteccion falsa (FDR) calculadas en SAM se indican entre paréntesis.

Tabla 8. MicroARN seleccionados por analisis de prediccion de microserie (PAM) en cancer de mama (cancer frente
a tejidos normales)*.

miR Puntuacion de cancer Puntuacion normal

miR-21 (N° 47) 0,0331 -0,4364
miR-29b-2 (N° 95) 0,0263 -0,3467
miR-146 (N° 144) 0,0182 -0,2391
miR-125b-2 (N° 111) -0,0174 0,2286
miR-125b-1 (N° 109) -0,0169 0,222
miR-10b (N° 32) -0,0164 0,2166
miR-145 (N° 143) -0,0158 0,2076
miR-181a (N° 158) 0,0153 -0,201
miR-140 (N° 136) -0,0122 0,1613
miR-213 (N° 160) 0,0116 -0,1527
miR-29a prec (N° 63) 0,0109 -0,1441
miR-181b-1 (N° 210) 0,0098 -0,1284
miR-199b (N° 194) 0,0089 -0,1172
miR-29b-1 (N° 64) 0,0084 -0,1111
miR-130a (N° 120) -0,0076 0,1001
miR-155 (N° 157) 0,0072 -0,0951
let-7a-2 (N° 3) -0,0042 0,0554
miR-205 (N° 201) -0,004 0,0533
miR-29c (N° 65) 0,0032 -0,0423
miR-224 (N° 228) -0,003 0,0399
miR-100 (N° 91) -0,0021 0,0283
miR-31 (N° 73) 0,0017 -0,022
miR-30c (N° 70) -7,00E-04 0,009
miR-17-5p (N° 41) 7,00E-04 -0,0089
miR-210 (N° 205) 4,00E-04 -0,0057
miR-122a (N° 101) 4,00E-04 -0,005
miR-16-2 (N° 39) -1,00E-04 0,0013

* 27 miR seleccionados, error de clasificacion equivocada después de validacion cruzada de 0,008. Diecisiete
miR sobreexpresados en cancer se indican por puntuaciones de cancer positivas; 12 miR regulados
negativamente se indican por puntuaciones de cancer negativas.

5 Tabla 9. MicroARN seleccionados por analisis de prediccién de microserie (PAM) en colon (cancer frente a tejidos

normales)*.

miR Puntuacién de cancer Puntuacion normal

miR-24-1 (N° 52) 0,0972 -0,5589
miR-29b-2 (N° 95) 0,0669 -0,3845
miR-20a (N° 46) 0,0596 -0,3424
miR-10a (N° 30) 0,0511 -0,2938
miR-32 (N° 75) 0,0401 -0,2306
miR-203 (N° 197) 0,0391 -0,2251
miR-106a (N° 99) 0,0364 -0,2094
miR-17-5p (N° 41) 0,0349 -0,2005
miR-30c (N° 70) 0,0328 -0,1888
miR-223 (N° 227) 0,0302 -0,1736
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miR-126* (N° 102) 0,0199 -0,1144
miR-128b (N° 115) 0,0177 -0,102
miR-21 (N° 47) 0,0162 -0,0929
miR-24-2 (N° 54) 0,0145 -0,0835
miR-99b prec (N° 88) 0,0125 -0,0721
miR-155 (N° 157) 0,0092 -0,0528
miR-213 (N° 160) 0,0091 -0,0522
miR-150 (N° 148) 0,0042 -0,0243
miR-107 (N° 100) 0,003 -0,0173
miR-191 (N° 177) 0,0028 -0,0159
miR-221 (N° 224) 0,002 -0,0116
miR-9-3 (N° 28) -0,0014 0,0083

* 22 miR seleccionados, error de clasificacion equivocada después de validacion cruzada de 0,09. Veintitn
miR sobreexpresados en cancer se indican por puntuaciones de cancer positivas; 1 miR regulado
negativamente se indica por una puntuaciéon de cancer negativa

Tabla 10. MicroARN seleccionados por analisis de prediccién de microserie (PAM) en cancer de pulmén (cancer
frente a tejidos normales)*.

miR Puntuacion de cancer Puntuacion normal

miR-21 (N° 47) 0,175 -0,175
miR-205 (N° 201) 0,1317 -0,1317
miR-200b (N° 195) 0,1127 -0,1127
miR-9-1 (N° 24) 0,1014 -0,1014
miR-210 (N° 205) 0,0994 -0,0994
miR-148 (N° 146) 0,0737 -0,0737
miR-141 (N° 137) 0,0631 -0,0631
miR-132 (N° 121) 0,0586 -0,0586
miR-128b (N° 115) 0,0559 -0,0559
let-7g (N° 15) 0,0557 -0,0557
miR-16-2 (N° 39) 0,0547 -0,0547
miR-129-1/2 prec (N° 118) 0,0515 -0,0515
miR-126* (N° 102) -0,0406 0,0406
miR-142-as (N° 139) 0,0366 -0,0366
miR-30d (N° 72) -0,0313 0,0313
miR-30a-5p (N° 66) -0,0297 0,0297
miR-7-2 (N° 21) 0,0273 -0,0273
miR-199a-1 (N° 191) 0,0256 -0,0256
miR-127 (N° 112) 0,0254 -0,0254
miR-34a prec (N° 79) 0,0214 -0,0214
miR-34a (N° 78) 0,0188 -0,0188
miR-136 (N° 130) 0,0174 -0,0174
miR-202 (N° 196) 0,0165 -0,0165
miR-196-2 (N° 188) 0,0134 -0,0134
miR-199a-2 (N° 192) 0,0126 -0,0126
let-7a-2 (N° 3) 0,0109 -0,0109
miR-124a-1 (N° 104) 0,0081 -0,0081
miR-149 (N° 147) 0,0079 -0,0079
miR-17-5p (N° 41) 0,0061 -0,0061
miR-196-1 prec (N° 186) 0,0053 -0,0053
miR-10a (N° 30) 0,0049 -0,0049
miR-99b prec (N° 88) 0,0045 -0,0045
miR-196-1 (N° 185) 0,0044 -0,0044
miR-199b (N° 194) 0,0039 -0,0039
miR-195 (N° 184) 7,00E-04 -7,00E-04
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miR-155 (N° 157) 7,00E-04 -7,00E-04

* 38 miR seleccionados, error de clasificacion equivocada después de validacion cruzada de 0,31. Treinta 'y
cinco miR sobreexpresados en cancer se indican por puntuaciones de cancer positivas; 3 miR regulados
negativamente se indican por una puntuaciones de cancer negativas.

Tabla 11. MicroARN seleccionados por analisis de prediccién de microserie (PAM) en cancer pancreatico (cancer
frente a tejidos normales)*.

miR Puntuacion de cancer Puntuacion normal

miR-103-2 (N° 96) 0,4746 -1,5682
miR-103-1 (N° 97) 0,4089 -1,3631
miR-24-2 (N° 54) 0,4059 -1,3529
miR-107 (N° 100) 0,3701 -1,2336
miR-100 (N° 91) 0,3546 -1,182
miR-125b-2 (N° 111) 0,3147 -1,0489
miR-125b-1 (N° 109) 0,3071 -1,0237
miR-24-1 (N° 52) 0,2846 -0,9488
miR-191 (N° 177) 0,2661 -0,887
miR-23a (N° 50) 0,2586 -0,8619
miR-26a-1 (N° 56) 0,2081 -0,6937
miR-125a (N° 107) 0,1932 -0,644
miR-130a (N° 120) 0,1891 -0,6303
miR-26b (N° 58) 0,1861 -0,6203
miR-145 (N° 143) 0,1847 -0,6158
miR-221 (N° 224) 0,177 -0,59
miR-126* (N° 102) 0,1732 -0,5772
miR-16-2 (N° 39) 0,1698 -0,5659
miR-146 (N° 144) 0,1656 -0,552
miR-214 (N° 212) 0,1642 -0,5472
miR-99b (N° 89) 0,1636 -0,5454
miR-128b (N° 115) 0,1536 -0,512
miR-155 (N° 157) -0,1529 0,5098
miR-29b-2 (N° 95) 0,1487 -0,4956
miR-29a (N° 62) 0,1454 -0,4848
miR-25 (N° 55) 0,1432 -0,4775
miR-16-1 (N° 38) 0,1424 -0,4746
miR-99a (N° 90) 0,1374 -0,4581
miR-224 (N° 228) 0,1365 -0,4549
miR-30d (N° 72) 0,1301 -0,4336
miR-92-2 (N° 82) 0,116 -0,3865
miR-199a-1 (N° 191) 0,1158 -0,3861
miR-223 (N° 227) 0,141 -0,3803
miR-29c (N° 65) 0,113 -0,3768
miR-30b (N° 68) 0,1008 -0,3361
miR-129-112 (N° 117) 0,1001 -0,3337
miR-197 (N° 189) 0,0975 -0,325
miR-17-5p (N° 41) 0,0955 -0,3185
miR-30c (N° 70) 0,0948 -0,316
miR-7-1 (N° 19) 0,0933 -0,311
miRs-93-1 (N° 83) 0,0918 -0,3061
miR-140 (N° 136) 0,0904 -0,3015
miR-30a-5p (N° 66) 0,077 -0,2568
miRs-132 (N° 121) 0,0654 -0,2179
miR-181b-1 (N° 210) 0,0576 -0,1918
miR-152 prec (N° 151) -0,0477 0,1591
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miR-23b (N° 51) 0,0469 -0,1562
miR-20a (N° 46) 0,0452 -0,1507
miRs-222 (N° 225) 0,0416 -0,1385
miR-21a (N° 59) 0,0405 -0,1351
miRs-92-1 (N° 81) 0,0332 -0,1106
miRs-21 (N° 47) 0,0288 -0,0959
miR-129-112 prec (N° 118) 0,0282 -0,0939
miR-150 (N° 148) 0,0173 -0,0578
miR-32 (N° 75) 0,0167 -0,0558
miR-106a (N° 99) 0,0142 -0,0473
miR-29b-1 (N° 64) 0,0084 -0,028

* 57 miR seleccionados, error de clasificacion equivocada después de validacién cruzada de 0,02. Cincuenta y
siete miR se sobreexpresan y 2 se regulan negativamente en cancer (indicado por puntuaciones positivas y
negativas, respectivamente).

Tabla 12. MicroARN seleccionados por analisis de prediccién de microserie (PAM) en cancer de prostata (cancer
frente a tejidos normales)*.

miR Puntuacion de cancer Puntuacién normal

let-7d (N° 8) 0,0528 -0,4227
miR-128a prec (N° 113) -0,0412 0,3298
miR-195 (N° 184) 0,04 -0,3199
miR-203 (N° 197) 0,0356 -0,2851
let-7a-2 prec (N° 2) -0,0313 0,2504
miR-34a (N° 78) 0,0303 -0,2428
miR-20a (N° 46) 0,029 -0,2319
miR-218-2 (N° 221) -0,0252 0,2018
miR-29a (N° 62) 0,0247 -0,1978
miR-25 (N° 55) 0,0233 -0,1861
miR-95 (N° 84) 0,0233 -0,1861
miR-197 (N° 189) 0,0198 -0,1587
miR-135-2 (N° 128) 0,0198 -0,1582
miR-187 (N° 173) 0,0192 -0,1535
miR-196-1 (N° 185) 0,0176 -0,1411
miR-148 (N° 146) 0,0175 -0,1401
miR-191 (N° 177) 0,017 -0,136
miR-21 (N° 47) 0,0169 -0,1351
let-7i (N° 10) 0,0163 -0,1303
miR-198 (N° 190) 0,0145 -0,1161
miR-199a-2 (N° 192) 0,0136 -0,1088
miR-30c (N° 70) 0,0133 -0,1062
miR-11-5p (N° 41) 0,0132 -0,1053
miR-92-2 (N° 82) 0,012 -0,0961
miR-146 (N° 144) 0,0113 -0,0908
miR-181b-1 prec (N° 211) 0,011 -0,0878
miR-32 (N° 75) 0,0109 -0,0873
miR-206 (N° 202) 0,0104 -0,083
miR-184 prec (N° 169) 0,0096 -0,0764
miR-29a prec (N° 63) -0,0095 0,076
miR-29b-2 (N° 95) 0,0092 -0,0739
miR-149 (N° 147) -0,0084 0,0676
miR-181b-1 (N° 210) 0,0049 -0,0392
miR-196-1 prec (N° 186) 0,0042 -0,0335
miR-93-1 (N° 83) 0,0039 -0,0312
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miR-223 (N° 227) 0,0038 -0,0308
miR-16-1 (N° 38) 0,0028 -0,0226
miR-101-1 prec (N° 92) 0,0015 -0,0123
miR-124a-1 (N° 104) 0,0015 -0,0119
miR-26a-1 (N° 56) 0,0015 -0,0119
miR-214 (N° 212) 0,0013 -0,0105
miR-27a (N° 59) 0,0011 -0,0091
miR-24-1 (N° 53) -8,00E-04 0,0067
miR-106a (N° 99) 7,00E-04 -0,0057
miR-199a-1 (N° 191) 4,00E-04 -0,0029

*-T=1, 45 miR seleccionados, error de clasificacion equivocada después de validacién cruzada de 0,11. Treinta
y nueve miR sobreexpresados en cancer se indican por puntuaciones de cancer positivas; 6 miR regulados
negativamente se indican por puntuaciones de cancer negativas.

Tabla 13. MicroARN seleccionados por analisis de prediccién de microserie (PAM) en cancer de estobmago (cancer
frente a tejidos normales)*.

miR Puntuacién de cancer Puntuacion normal

miR-223 (N° 227) 0,1896 -0,1806
miR-21 (N° 47) 0,1872 -0,1783
miR-218-2 (N° 221) -0,1552 0,1478
miR-103-2 (N° 96) 0,1206 -0,1148
miR-92-2 (N° 82) 0,1142 -0,1088
miR-25 (N° 55) 0,1097 -0,1045
miR-136 (N° 130) -0,1097 0,1045
miR-191 (N° 177) 0,0946 -0,0901
miR-221 (N° 224) 0,0919 -0,0876
miR-125b-2 (N° 111) 0,0913 -0,0869
miR-103-1 (N° 97) 0,0837 -0,0797
miR-214 (N° 212) 0,0749 -0,0713
miR-222 (N° 225) 0,0749 -0,0713
miR-212 prec (N° 209) -0,054 0,0514
miR-125b-1 (N° 109) 0,0528 -0,0503
miR-100 (N° 91) 0,0526 -0,0501
miR-107 (N° 100) 0,0388 -0,0369
miR-92-1 (N° 81) 0,0369 -0,0351
miR-96 (N° 86) -0,0306 0,0291
miR-192 (N° 178) 0,0236 -0,0224
miR-23a (N° 50) 0,022 -0,021
miR-2.15 (N° 213) 0,0204 -0,0194
miR-7-2 (N° 21) 0,0189 -0,018
miR-138-2 (N° 133) -0,0185 0,0176
miR-24-1 (N° 52) 0,0151 -0,0144
miR-99b (N° 89) 0,0098 -0,0093
miR-33b (N° 76) -0,0049 0,0046
miR-24-2 (N° 54) 0,0041 -0,0039

* - T=1, 28 miR seleccionados, error de clasificacion equivocada después de validacion cruzada de 0,19.
Veintidés miR sobreexpresados en cancer se indican por puntuaciones de cancer positivas; 6 miR
regulados negativamente se indican por puntuaciones de cancer negativas.

Tabla 14. Los microARN compartidos por los distintivos de los 6 canceres sélidos*.

miR N Tipo de Tumor

miR-21 6 Mama Colon Pulmén Pancreas Proéstata
Estomago

miR-17-5p 5 Mama Colon Pulmén Pancreas Prostata
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miR-191 5 Colon Pulmon Pancreas Préstata Estomago
miR-29b-2 4 Mama Colon Pancreas Préstata
miR-223 4 Colon Pancreas Prostata Estomago
miR-128b 3 Colon Pulmoén Pancreas
miR-199a-1 3 Pulmoén Pancreas Prostata
miR-24-1 3 Colon Pancreas Estomago
miR-24-2 3 Colon Pancreas Estomago
miR-146 3 Mama Pancreas Préstata

miR-155 3 Mama Colon Pulmén

miR-181b-1 3 Mama Pancreas Préstata

miR-20a 3 Colon Pancreas Prostata

miR-107 3 Colon Pancreas Estomago

miR-32 3 Colon Pancreas Prostata

miR-92-2 3 Pancreas Préstata Estébmago
miR-214 3 Pancreas Préstata Estobmago
miR-30c 3 Colon Pancreas Prostata

miR-25 3 Pancreas Prostata Estbmago
miR-221 3 Colon Pancreas Estomago
miR-106a 3 Colon Pancreas Prostata

* - La lista incluye 21 microARN regulados positivamente habitualmente en 3 o mas (N) tipos de
canceres solidos (p valor = 2,5x107).

Para maximizar la concisidn, se calcularon los niveles de expresién absolutos medios de los miR desregulados para
los 6 pares de cancer/normal. Usando el nivel de expresion de los miR en el subconjunto exhaustivo, los diferentes
tejidos se clasificaron correctamente independientemente de su estado de enfermedad (FIGURA 3).

La FIGURA 4 muestra la expresion diferencial de los microARN comunes entre los diferentes tejidos tumorales, en
relacion con los tejidos normales. El arbol presenta los diferentes tipos de cancer segun el factor de cambio en el
subconjunto de miARN. Los tejidos de prostata, colon, estbmago y pancreatico son mas similares entre ellos,
mientras que los tejidos de pulmén y de mama se representaron por un distintivo bastante diferente (FIGURA 4).
Este arbol claramente muestra qué miARN estan asociados con un histotipo de cancer particular.

Sorprendentemente, miR-21, miR-191 y miR-17-5p estan significativamente sobreexpresados en todos, o en 5 de 6,
de los tipos tumorales que se consideraron. Se indicd que miR-21 estaba sobreexpresado en glioblastoma y que
tenia propiedades antiapoptoticas (Chan, J. A., et al., Cancer Res. 65: 6029-6033 (2005)). El cancer de pulmoén
comparte una parte de su distintivo con el cancer de mama y una parte con los otros tumores soélidos, incluyendo
miR-17/20/92, los tres de los cuales son miembros del grupo de microARN que coopera activamente con c-Myc para
acelerar la linfomagénesis (He, L., ef al., Nature 435: 828-833 (2005)). La identificacion de estos microARN como
sobreexpresados es una excelente confirmacion del enfoque de los inventores. Un segundo grupo de miARN que
esta activado incluye miR-210 y miR-213, junto con miR-155, que ya se habia indicado que estaba amplificado en
linfomas de células grandes (Eis, P. S., et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 102: 3627-3632 (2005)), nifios con linfoma
de Burkitt (Metzler, M., et al., Genes Chromosomes Cancer 39: 167-169 (2004)) y diversos linfomas de linfocitos B
(Kluiver, J, et al., J. Pathol., publicado digitalmente en linea, 22 de julio de 2005). Estos microARN son los uUnicos
regulados positivamente en cancer de mama y pulmon. miR-218-2 esta uniformemente regulado negativamente en
canceres de colon, estbmago, prostata y pancreas, pero no en carcinomas de pulmén y mama.

Varias observaciones refuerzan estos resultados. En primer lugar, en el presente estudio, los niveles de expresion
tanto del pre-miARN precursor como del miARN maduro se determinaron para la mayoria de los genes. Debe
observarse que con la excepcion de miR-212 y miR-128a, en todos los otros casos, la region expresada de forma
anomala era la correspondiente al producto génico activo. En segundo lugar, como se muestra en la FIGURA 3, la
variacion de expresion de los miARN en el subconjunto exhaustivo era con frecuencia univoca (concretamente
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regulaciéon positiva o negativa) entre los diferentes tipos de canceres, lo que sugiere un mecanismo comun en la
tumorogénesis humana. En tercer lugar, los datos de microseries se validaron por hibridacion de solucion para 12
muestras de mama (miR-125b, miR-145 y miR-21; lorio, M. V., et al., Cancer Res. 65: 7065-7070 (2005)) y 17
muestras normales y pancreaticas endocrinas (miR-103, miR-155 y miR-204; datos no mostrados), lo que confirma
fuertemente la precisién de los datos de microseries.

Ejemplo 3: Identificacion de dianas predichas para microARN que estan desregulados en tumores sélidos.
Materiales y métodos:
Predicciones de diana de oncogén y supresor de tumores

Se usaron las predicciones de TargetScan mas recientes (Abril de 2005) para identificar dianas de microARN
potenciales. Estas incluyen esencialmente las dianas de UTR 3’ indicadas por Lewis ef al. (Lewis, B. P., et al, Cell
120: 15-20 (2005)), con algunos cambios que surgen de las definiciones de limite génico actualizadas del mapeo del
Buscador de Genoma de UCSC de Abril de 2005 de los ARNm RefSeq para el ensamblaje de genoma humano
hg17. Entre las dianas potenciales, se especificaron genes de cancer conocidos (supresores de tumores y
oncogenes) de acuerdo con su identificacion en el Censo Génico del Cancer, al que puede accederse en el sitio de
Internet www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/Census/, o como se indica por OMIM en www.ncbi.nIm.nih.gov.

Ensayos in vitro de diana

Para experimentos de indicador de luciferasa, se amplificaron segmentos UTR 3’ de Rb1, TGFBR2 y Plag1 que se
predice que interaccionaran con microARN asociados con cancer especifico por PCR a partir de ADN genémico
humano y se insertaron en el vector de control pGL3 (Promega) usando el sitio Xbal inmediatamente cadena abajo
del codon de terminacion de la luciferasa. La linea celular megacariocitica humana, MEG-01, se cultivé en FBS 10 %
en medio RPMI 1640, complementado con aminoacido no esencial 1x y 1 mmol de piruvato sédico a 37 °C en una
atmosfera humidificada de CO2 5 %. Las células se cotransfectaron en placas de 12 pocillos usando siPORT neoFX
(Ambion, Austin, TX), de acuerdo con el protocolo del fabricante, con 0,4 pg del vector indicador de luciferasa de
luciérnaga y 0,08 ng del vector de control que contiene luciferasa de Renilla, pRL-TK (Promega). Para cada pocillo,
se usaron oligonucleétidos de microARN (Dharmacon Research, Lafayette, CO) y oligonucleétidos antisentido o
mezclados (Ambion) a una concentracion de 10 nM. Las actividades de luciferasa de luciérnaga y Renilla se
midieron consecutivas a las 24 horas después de la transfeccién usando ensayos de luciferasa dobles (Promega).

Transferencia de Western para RB1

Los niveles de proteina RB1 se cuantificaron usando un anticuerpo anti-RB1 monoclonal de ratéon (Santa Cruz, CA)
usando procedimientos convencionales para transferencia de Western. La normalizacion se realizd con anticuerpo
anti Actina monoclonal de ratén (Sigma).

Resultados

Es necesario entender la importancia funcional de la desregulacién del microARN en cancer. En tumores sélidos,
parece que el acontecimiento de microARN mas habitual es la ganancia de expresidon, mientras que la pérdida de
expresion en cancer es un acontecimiento mas limitado, y mas especifico de tejido. Los inventores usaron un
enfoque consecuente de tres etapas en el siguiente orden: en primer lugar, prediccion informatica de dianas,
después ensayo de luciferasa para la primera validacion de dianas relevantes para cancer y, finalmente, correlacién
de tumor ex vivo entre la expresion del miARN (por microserie) y expresion de proteina diana (por transferencia de
Western) para un par de interaccion miARN:ARNm especifico. Las dianas relevantes para miARN de cancer podrian
ser genes de cancer recesivos (por ejemplo, supresores de tumores) o dominantes (por ejemplo, oncogenes). Para
ensayar la hipétesis de que los microARN que se desregulan en tumores sélidos se dirigen a oncogenes o
supresores de tumores conocidos, las dianas predichas para estos miARN se determinaron usando Target-Scan,
una base de datos de dianas de microARN de UTR 3’ conservadas (Lewis, B. P., et al, Cell 120: 15-20 (2005)).
TargetScan contenia 5.121 predicciones para 18 miARN que estan desregulados en tumores soélidos, en las 22.402
predicciones totales (26,5 %). Se predijeron ciento quince de 263 (44 %) genes de cancer bien conocidos como
dianas para estos 18 miARN (Tabla 15). Debido a que un alto porcentaje de genes de cancer son dianas de miR que
estan desregulados en tumores soélidos, es poco probable que estas predicciones se deban a la casualidad
(P<0,0001 en ensayo exacto de Fisher).

Las predicciones informaticas para tres genes de cancer diferentes, Retinoblastoma (Rb), receptor de TGF-beta-2
(TGFBR2) y gen de adenoma pleiomérfico 1 (PLAG1), se confirmaron experimentalmente por ensayos in vitro.
Usando un ensayo de indicador de luciferasa, tres microARN ensayados (miR-106a, miR-20a y miR-26a-1)
provocaron una reduccién significativa de la traduccion de proteinas en relacién con los oligoARN de control
mezclados en células MEG-01 transfectadas (FIGURA 6). Se descubrié, por ejemplo, que las UTR 3’ de
retinoblastoma interaccionaban funcionalmente con miR-106a. La importancia biolégica de esta interaccion
miARN:ARNm se refuerza por informes previos que muestran que el gen de Rb1 se transcribe de forma normal en
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canceres de colon, mientras que diversas fracciones de células no expresan proteina Rb1 (Ali, A.A., et al., FASEB J.
7: 931-937 (1993)). Este hallazgo sugiere la existencia de un mecanismo postranscripcional para regular Rb1 que
podria explicarse por sobreexpresion de miR-106a conjunta en carcinoma de colon (FIGURA 4). Ademas, mir-20a
esta regulado negativamente en cancer de mama (FIGURA 4) y la proteina TFGBR2 se expresa en el epitelio de
células de cancer de mama (Buck, M. B., et al., Clin. Cancer Res. 10: 491-498 (2004)). Por el contrario, la
sobreexpresion de mir-20a en cancer de colon puede representar un mecanismo nuevo para regular negativamente
TGFBR2, ademas de inactivacion mutacional (Biswas, S., et al., Cancer Res. 64: 687-692 (2004)).

Finalmente, se ensayd un conjunto de muestras de paciente para verificar si la expresién de la proteina RB1 se
correlacionaba con la expresion de miR-106a (FIGURA 5y FIGURA 6B). Como se esperaba, en muestras de tumor
gastrico, de prostata y de pulmén RB1 estaba regulado negativamente (con respecto al normal emparejado) y se
descubrid que miR-106a estaba sobreexpresado, mientras que en muestras de tumor de mama, donde miR-106a
esta ligeramente regulado negativamente (FIGURA 5 y FIGURA 6B), RB1 se expresa a niveles ligeramente mayores
que en el control normal emparejado.

Estas pruebas experimentales refuerzan la hipétesis de que genes clave del cancer estan regulados por expresion
aberrante en miR en canceres sélidos. Estos datos afiaden nuevos ejemplos a la lista de microARN con importantes
dianas de genes de cancer, como se ha mostrado previamente por Johnsson et al. (Johnson, S. M., et al., Cell 120:
635-647 (2005)) para la interaccion let-7:Ras, O’'Donnell et al. (O’'Donnell, K. A., et al., Nature 435: 939-943 (2005))
para la interaccion miR-17-5p:cMyc, y Cimmino et al. (Cimmino, A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 13944-
13949 (2005)) para la interaccion mir-16:B¢c12. Notablemente, miR-17-5p y miR-16 son miembros del distintivo de
cancer solido de miARN descrito en la presente memoria.

Tabla 15. Oncogenes y genes supresores de tumores predichos por TargetScanS como dianas de microARN del
subconjunto de cancer exhaustivo.*

Gen de miARN Nombre del Descripcion del gen
gen

homélogo de oncogén viral de leucemia murina de Abelson v-abl 2

miR-26a, miR-146 ABL2 (arg, gen relacionado con Abelson)

miR-107 AF5q31 gen fusionado con ALL1 de 5q31

miR-20, miR-125b AKT3 homélogo de oncogén viral de timoma murino v-akt 3

miR-26a, miR-155 miR-125b APC poliposis adenomatosa de colon

miR-26a, miR-218 ARHGEF12 Iic,&tlngd)e intercambio de nucleétidos de guanina de RHO (GEF) 12

miR-107, miR-221 ARNT translocador nuclear de receptores de hidrocarburos de arilo

miR-192 ATF1 factor de transcripcion activador 1

miR-26a ATM ataxia telangiectasia mutada (incluye grupos de complementacion A,
CyD)

miR-24 AXL tirosina quinasa receptora de AXL

miR-26a, miR-107, miR-146,

miR-155 miR-138, miR-92 BCL11A CLL de linfocitos B/linfoma 11A

miR-20 BCL11B CLL de linfocitos B/linfoma 11B (CTIP2)

miR-21 BCL2 CLL de linfocitos B/linfoma 2

miR-26a, miR-26a miR-20, BCL6 CLL de linfocitos B/linfoma 6 (proteina de dedo de cinc 51)

miR-92 BCL9 CLL de linfocitos B/linfoma 9

miR-26a, miR-223 miR-221, CBFB subunidad beta del factor de union al nlcleo

miR-125b

miR-218 CCDC6 Dominio superenrollado que contiene 6 ciclinas D1
(PRAD1:adenomatosis paratiroidea 1)

miR-20 CCND1

miR-26a, miR-20 CCND2 ciclina D2

miR-26a, miR-107, miR-92 CDK6 quinasa dependiente de ciclina 6

miR-20 CDKN1A inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A (p21, Cip1)

miR-221, miR-92 CDKN1C inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1C (p57, Kip2)

miR-24 CDX2 factor de transcripcion de caja homedtica de tipo caudal 2

miR-92 CEBPA CCAAT/proteina de unién potenciadora (C/EBP), alfa

miR-26a CLTC clatrina, polipéptido pesado (Hc)

miR-218 COL1A1 colageno, tipo |, alfa 1

miR-26a CREBBP proteina de union a CREB (CBP)

miR-20 CRK homologo del oncogén CT10 del virus del sarcoma aviar v-crk

miR-20 CSF1 factor estimulante de colonias 1(macréfagos)

miR-221, miR-192 DDX6 polipéptido 6 de la caja DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) (helicasa de
ARN, 54 kD)

miR-138 DEK oncogén DEK (unién a ADN)
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miR-20 E2F1 factor de transcripcion de E2F 1

miR-20 ELK3 ELKS3, proteina de dominio ETS (proteina accesoria de SRF 2)

miR-24 ELL gen de ELL (gen de leucemia rica en lisina 11-19)

miR-26a, miR-138 ERBB4 tipo homdlogo de oncogén viral de leucemia eritroblastica aviar v-erb-
a4

miR-221, miR-155, miR-125b ETS1 homélogo 1 del oncogén E26 de virus de eritroblastosis aviar v-ets

miR-20 ETV1 gen variante de ets 1

miR-125b ETV6 gen variante de ets 6 (oncogén TEL)

miR-223 FAT homologo de supresor de tumores FAT (Drosophila)

miR-223, miR-125b, miR-218 FGFR2 receptor de factor de crecimiento de fibroblastos 2

miR-92 FLI1 integracién de virus de leucemia de Friend 1

miR-24, miR-20 FLT1 tirosina quinasa 1 relacionada con fins (factor de crecimiento
endotelial vascular/receptor de factor de permeabilidad vascular)

miR-221 FOS homologo del oncogén viral de osteosarcoma murino v-fos FBJ

miR-92 FOXG1B G1B de caja forkhead

miR-223 FOXO3A O3A de caja forkhead box

miR-125b GOLGA5 autoantigeno de golgi, subfamilia a de golgina, 5 (PTC5)

miR-138 GPHN gefirina (GPH)

miR-107, miR-223, miR-20, HLF factor de leucemia hepatica

miR-218

miR-26a, miR-107 HMGA1 gancho AT de grupo de alta movilidad 1

miR-20 HOXA13 A13 de caja homedtica

miR-92 HOXA9 A9 de caja homedtica

miR-125b IRF4 factor regulador de interfer6n 4

miR-146, miR-20, miR-138 JAZF1 yuxtapuesto con otro gen de dedo de cinc 1

miR-92 JUN homélogo del oncogén 17 del virus de sarcoma aviar v-jun

miR-155 KRAS homologo del oncogén viral de sarcoma de rata de Kirsten 2 v-Ki-ras
2

miR-218 LASP1 proteina LIM y SH3 1

miR-218 LHFP compainiero de fusién de HMGIC de lipoma

miR-125b, miR-218 LIFR receptor de factor inhibidor de leucemia

miR-223 LM02 dominio de LIM solamente 2 (tipo rombotina 1) (RBTN2)

miR-223, miR-155, miR-125b, MAF homélogo del oncogén de fibrosarcoma musculoaponeurético (aviar)

miR-92 v-maf

miR-92 MAP2K4 proteina quinasa quinasa activada por mitégeno 4

miR-146, miR-20 MAP3K8 proteina quinasa quinasa activada por mitégeno 8

miR-125b MAX proteina MAX

miR-218 MCC mutada en canceres colorrectales

miR-24 MEN1 neoplasia endocrina multiple |

miR-138 MLLT6 leucemia mieloide/linfoide o de linaje mixto (homologo de trithorax,
Drosophila) translocado a 6 (AF17)

miR-192 MSN moesina

miR-24 MYB homélogo del oncogén viral de mieloblastosis aviar v-myb

miR-107, miR-223, miR-146, MYBL1 tipo homdlogo de oncogén viral de mieloblastosis aviar v-myb 1

miR-221, miR-155, miR-218

miR-107, miR-20 MYCN derivado de neuroblastoma de oncogén relacionado con virus de
mielocistomatosis aviar v-myc

miR-107, miR-92 MYH9 miosina, polipéptido pesado 9, no muscular

miR-24 MYST4 histona acetiltransferasa MYST (leucemia monocitica) 4 (MVORF)

miR-20 NBL1 neuroblastoma, supresion de tumorogenicidad 1

miR-125b NIN nineina (proteina que interacciona con GSK3B)

miR-26a, miR-107 NKTR secuencia de reconocimiento de tumor de citolitica natural

miR-92 NOTCH1 homologo de Notch 1, asociado a translocacion (Drosophila) (TANT)

miR-24 NTRK3 tirosina quinasa neurotréfica, receptor, tipo 3

miR-125b PCSK7 subtilisina de proproteina convertasa/quexina tipo 7

miR-24, miR-146 PER1 homologo de periodo 1 (Drosophila)

miR-146, miR-125b. miR-138, PHOX28 homeocaja de tipo emparejado 2b
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miR-155

miR-24, miR-26a

miR-24, miR-26a, miR-21,
miR-107, miR-20, miR-155
miR-218

miR-24, miR-221

miR-138

miR-20, miR-192
miR-20,

miR-20

miR-155, miR-138
miR-20, miR-138

miR-20, miR-192
miR-107, miR-223

miR-146, miR-20, miR-125b

miR-21, miR-20, miR-155,
miR-218
miR-26a, miR-146

miR-155

miR-125b
miR-107, miR-155
miR-92

miR-26a, miR-221, miR-138

miR-21, miR-20
miR-24, miR-26a, miR-92
miR-138
miR-120
miR-92

miR-20

miR-20

miR-24
miR-125b
miR-107
miR-138
miR-26a

miR-26a, miR-20, miR-125b
miR-107, miR-221
miR-218

P/CALM
PIM1

PLAG1

RABSA
RALA

RARA
RB1
RBL1
RBL2
REL
RHOC
RUNX1
SEPT6

SET
SKI

SMAD4
SPI1

SS18
SUFU
TAF15

TCF12

TGFBR2
TOP1
TPM4
TRIP11
TSC1
TSG101
TUSC2
VAV1
VAV2

WHSCA1

WHSC1L1
WNT5A

YES1
ZNF198
ZNFN1A1

proteina de ensamblaje de clatrina de union a fosfatidilinositol (CALM)
oncogén pim-1
gen de adenoma pleiomorfico 1

RABB8A, miembro de la familia de oncogén RAS

homologo A del oncogén viral de leucemia de simio v-ral (relacionado
con ras)

receptor de acido retinoico, alfa

retinoblastoma 1 (incluyendo osteosarcoma)

tipo retinoblastoma 1 (p107)

tipo retinoblastoma 2 (p130)

homélogo de oncogén viral de reticuloendoteliosis aviar v-rel
familia del gen homologo de ras, miembro C

factor de transcripcion relacionado con runt 1 (AML1)
septina 6

translocacion de SET
homologo de oncogén viral de sarcoma aviar v-ski

SMAD, homélogo 4 de madres contra DPP (Drosophila)

oncogén de integracion proviral de virus formador de focos de bazo
(SFFV) spi1
translocacién de sarcoma sinovial, cromosoma 18

supresor de homologo fusionado (Drosophila)

ARN polimerasa Il TAF15, factor asociado a proteina de union a caja
TATA (TBP), 68 kDa

factor de transcripcion 12 (HTF4, factores de transcripcion de hélice-
bucle-hélice 4)

factor de crecimiento transformante, receptor beta Il (70-80 kD)

topoisomerasa (ADN) |

tropomiosina 4

factor de interaccion con el receptor de hormona tiroidea 11
esclerosis tuberosa 1

gen de susceptibilidad tumoral 101

candidato supresor de tumores 2

oncogén vav 1

oncogén vav 2

candidato de sindrome de Wolf-Hirschhorn 1 (MMSET)

tipo candidato 1 de sindrome de Wolf-Hirschhorn 1 (NSD3)

familia del sitio de integracion de MNDTYV de tipo wingless, miembro
5A

homologo del oncogén viral de sarcoma de Yamaguchi 1 v-yes-1
proteina de dedo de cinc 198

proteina de dedo de cinc, subfamilia 1A, 1 (Ikaros)

* - Los genes de cancer conocidos (por ejemplo, supresores de tumores, oncogenes) comprenden los identificados
en el Censo de Genes de Cancer en www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/Census o presentados por OMIM en

www.ncbi.nlm.nih.gov.

Aunque la presente invencion se ha demostrado y descrito particularmente con referencia a realizaciones preferidas
de la misma, los expertos en la materia entenderan que pueden efectuarse diversos cambios en la forma y detalles
de la misma sin apartarse de la invencién abarcada por las reivindicaciones adjuntas.
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<210> 21

<211> 108

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 21
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uggauguugg ccuaguucug uguggaagac uagugauuuu guuguuuuua gauaacuaaa

ucgacaacaa aucacagucu gecaunaugge acaggecauyg ccucuaca

<210> 22

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 22
uuggauguug gocuaguucu guguggaaga cuagugauuu uguuguuuuu agauaacuaa

aucgactaaca aaucacaguce ugecauaugg cacaggecau gecucuacad

<210> 23

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 23

cuggavacag aguggacegg cuggedodau cuggaagacu agugauuuug uuguugucuu

acugegeuca acaacaaauc ccagucuace uaauggugec agecaucgea

<210> 24

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 24

agauuagagu ggduguggud uagugougug uggaagacua guganuuugu uguudugaug
uacuacgaca acaagucaca gecggecuca uagcgcagac ucccuucgac

<210> 25

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 25

cgggguuggu uguuaucuuul gguuaucuag cuguaugagu gguguggagu cuucauaaag

cnaganaace daaaqiulaaaa alaacccca

<210> 26

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 26

ggaagegagu uguuaucuuu gguuaucuag cuguaungagu guauuggucu ucauaaageou
agavaaccoga aaguaaaaac uccuuca

<210> 27

<211>90
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 27

ggaggcccgu uucucucuuu gguuaucuag cuguaugagu gocacagagce cgucauaaag
CuaAgAUAACC gAAAGUAGAA Aaugauucuca

<210> 28

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 28

gaucugucug ucuucuguau auacccugua gauccgaauu uguguaagga auuuuguggu

cacaaauueg uaucuagggg aauauguagu ugacauaaac acucogousu

<210> 29

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 29

ccagagguug uaacguuguc uUauauauacc cuguagaace gaauuugugu gguaucegua

uagucacaga uucgauucua ggggaauaua uggucgauge aasaacuuca

<210> 30

<211>108

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 30

gogogaaugu guguuuaaaa aaaauaaaad cuuggaguaa aguagcagcoa cauvaaugguu
UGuggauuul gaaaagguge aggccaunauu gugougecuc aaaaauvac

<210> 31

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 31

couuggagua aaguagcagc acauvaauggu uuguggauuu ugaaaaggug caggcocauau

ugugcougecu caaaaavaca agg

<210> 32

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 32
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cuguagcage acaucauggu uuacaugcua cagucaagau gcgaaucauu auuugcougaeu

cuag

<210> 33

<211>98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 33

uugaggoouu aaaguacugu agcagcacau caugguuuac augcuacagu caagaugcoga

aucauuanul gougcucuag aaauuunaagdg aaauucau

<210> 34

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 34

gucagcagug ccuuagcage ACguaaauau uggoguuaayg auuduadaau uaucudcagu

aunaacugug cugceugaagu aagguugac

<210> 35

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 35
guuccacucu agcagcacdu aaavauuggce guagugaaau auauauduaaa caccaauauu

acugugcugc uuuaguguga ¢
<210> 36
<211> 81
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 36

geagugecuu agéagoadgu adavauugge guuaagauud uaaaauuaud uddaguauus

acugugcuge ugaaguaagg u

<210> 37

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 37

gucagaauaa ugucaaagug cuuacaguge agguagugau augugcaucu acugcaguga

aggcacuugu agcauuaugg ugac

<210> 38
<211> 71
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 38

uguucuaagg ugcaucuagu gcagauvagug aaguagauua gcaucuacug cocuaaguga

uccuucugge a

<210> 39

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 39

uuuuuguucu aaggugcaud uagugcagau agugaaguag auuagcaucu acugeccuaa

gugcuccuuc uggaauaaga a

<210> 40

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 40
geaguocudu guuaguuulg caunaguugca cuacaadaag aauguaguug ugcaaaucua
ugcaaaacug augguggeocu go

<210> 41

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 41

cagucducug uuaguuuuge auaguugead uacaagaaga auguaguugu gcaaaucuau
gcaaaacuga ugguggecug

<210> 42

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 42

cacuguucua ugguuaguuu ugcagguuug cauccagcoug ugugauauue ugcugugcaa
auccaugceaa aacugacugu gguagug

<210> 43

<211>96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 43
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acauugcuac uuacaauuag UuuUgCAggu uugcauuuca geguauauau guauvaugugg

cugugcaasau ceaugoaasaa cugauuguga uaaugu

<210> 44

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 44

uucuaugguu aguuuugcayg guuugoauce agouguguga uauudugoug ugcaaauccea

ugcaaaacug acugugguag

<210> 45

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 45

uuacaauuag uuuugeaggu uugcauuuca goeguauauau guauvaugugg cugugcaaau

ccaugcaaaa cugauuguga u

<210> 46

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 46

guageacuaa agugduuaua gugcagguag uguuuaguua ucuacugoau uaugageacu

uaaaguacug ¢

<210> 47

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 47

ugucggguag cutaucagac ugauguugac uguugaaucu cauvggcaaca ccagucgaug
ggougucuga ca

<210> 48

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 48
accuuguegyg guagouuaud agacugaugu ugacuguuga aucucaugge aacaccaguc
gaugggougu cugacauuuu g

<210> 49

<211> 85
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 49

ggeugageeg caguaguucu ucaguggeaa gouuuaugue cugacccage uaaageugos

aguugaagaa cuguugecou cugec

<210> 50

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 50

ggcoggcugyg gguuccuggy gaugggauuu gouucdugud acaaaucaca uugocaggga

uuuccaaccg ace

<210> 51

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 51

cucaggugeu cuggcugauu ggguuccugyg caugcugauu ugugacuuaa gauuaaaauc

acauugacag ggauuaccad dgcaaccacga cauuggc

<210> 52

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 52

ccacggoogg cugggguuce uggggauggg auuugcuuce ugucacaaau cacauugeca

gggauuucca accgaccoug a

<210> 53

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 53

cuceggugcoe uacugagoug auaucaguue ucauuuuaca cacuggaouca guucageaddg

aacaggag

<210> 54

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 54
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cucugecuce cgugecuacu gagougaaac acaguugguu uguguacacu ggoucaguuc

agcaggaaca Jgqg
<210> 55
<211> 81
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 55

coougggeue ugdouadegu goduacugag dugaaacaca guugguuugu guacacugge

ucaguucage aggaacaggy g

<210> 56

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 56

cococuccggug Ccuacugage ugauvaucadgu ucucauuuua cacacuggcou caguucagca
ggaacagcau c

<210> 57

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 57

ggccaguguu gagaggcgga gacuugggca auugcuggac gcugcccugg gcauugcacu
ugucucggue ugacagugee ggoc

<210> 58

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 58

aggecgugge cugdguueaag uaaudcagga uvaggougugd aggudddaau ggoduauduu

gguuacuuge acggggacge gggecu

<210> 59

<211> 77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 59

guggccucgu ucaaguaauc caggauagge ugugcagguc ccaauggges uauucuuggu

uacuugcacqg gggacge

<210> 60
<211> 84
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 60

ggcuguggeu ggauucaagu aauccaggau aggouguuuc caucugugag gocuauucuu
gauuacuugu uucuggaggae ageu

<210> 61

<211>77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 61
cegggaceca guudaaguaa uudaggauag guugugugou gucdagedug uucuccauua
cuuggcucygyg ggacegyg

<210> 62

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 62

cugaggagca gggceuuagcou gouugugage aggguccaca ccaagucgug uucacagugg

Cuaaguuceyg CCCeocag

<210> 63

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 63

aggugeagayg cuunagougau uggugaacag ugauugguuu dcgounugul cacaguggeu

aaguucugca ccu

<210> 64

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 64

accucucuaa caaggugcag agcuuagcoug auuggugaac agugauuggu uuccgouuug

uucacagugg cuaagquucug caccugaaga gaaggug

<210> 65

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 65
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ccugaggage agggcuuage ugeuugugag caggguccad accaagucgu guucacagug
gouaaguues gococacagy

<210> 66

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 66

gguccuugcc cucaaggage ucacagucua uugaguuacc uuucugacuu ucccacuaga

uugugageous cuggagggea ggoacu

<210> 67

<211>108

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 67

councuguga cocduuaAgay gaugacugal uucuuuuggu guucagagus aauvavaauun

ucuagcacca ucugaaaucy guuavaauga uuggggaaga goaccaug

<210> 68

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 68

augacugauu ucuuuuggug uucagaguca auauaauuuu ¢uagcaccau cugaaaucgg

uaan

<210> 69

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 69

cuucaggaag cugguuucau auggugguuu agauuuaaau agugauugue uagcaccauu

ugaaaucagu guucuugdgg o

<210> 70

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 70

cuncuggaag cugguuucac augquggeuu agauuuuudse aucuuuguau cuageaccau

uugaaaucaqg uguuuuagga g
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<210> 71

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 71
adeacugged caududuuad acaggaugad dgauuucude ugguguucag aguduguuuu

ugucuagcac cauuugaaau cgguuaugau guagggggaa aageagcage

<210> 72

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 72

goegacuguaa acauccucga cuggaageug ugaagdcaca gaugggouuu caguoggaug
nuugcageng ¢

<210> 73

<211>60

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 73
auguaaacau ccuacacuca gcuguaauac auggauugge ugggaggugqg auguuuacgu

<210> 74
<211> 88
<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 74
ACCAAQUUUC AgUUCAUGUA AACAUCCUAC acucagougu aauacaugga wuggouggga

gguggauguu vacuucagou gacuugga

<210> 75

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 75

agauacugua aacaucouac acucucagcu guggaaagua agaaagougg gagaaggoug

uiuacucunl e

<210> 76

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 76
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guuguuguaa acauccecga cuggaagaug uaagacacaq cuaagouuuc agucagaugu

uugougeuac

<210> 77

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 77

cuguaaacau couugacugg aagouguaag guguucagag gagduuudag ucggauguuu

acag

<210> 78

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 78

ggagaggagg <aagaugcug geauagcugu ugaacuggga accugcuaug ccaacauauu

gccancumic

<210> 79

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 79

ggagauauvug ¢acauuacua aguugdaugu ugucacggec ucaaugcéaau uuagugugug

ugauvauvuuue

<210> 80

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 80

gggggecgag agaggaggyge ggoddegegyg ugeauugdug uugeauugda cgugugugag

gcgggugeag ugccoucggea gugcageceg gageeggece cuggeacceac

<210> 81

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 81

accaaguuuc aguucaugua aacauccuac acucagcugu aauacaugga uuggcuggga

gguggauguu nacuucagou gacuugga
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<210> 82

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 82

cuguggugca uuguaguuge auvugcauguu cuggugguas ccaugeaang uuuccacagu
gcaucacag

<210> 83
<211>110
<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 83
ggecagoeugu gaguguuucu uuggcagugu cuuageuggu uguugugagce aauaguaagg

aagcaaucag caaguauacu goocuagaag ugocugcacgu uguggggeoes

<210> 84

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 84

gugcucgguu uguaggcagu gucauuageu gauuguacug uggugguuac aaudcacuaadc
uccacugoca ucaaaacaadg gcac

<210> 85

<211>77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 85

agucuaguua cuaggcagug uaguuagcoug auugcuaaua guaccaauca cuaaccacac
ggccagguaa aaagauu

<210> 86

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 86

ucagaauaau gucaaagugc uuacagugca gguagugaua ugugcaucua cugcagugaa
ggcacuugua gcauuauggu ga

<210> 87

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 87
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cuuucuacac agguugggau cgguugcaau gouguguuue uguaugguau ugcacuuguc

ceggecuguu gaguuugyg

<210> 88

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 88

ucaucccugg guggggauuu guugcauuac uuguguucua uauaaaguau ugeacuugua
coggccuguy gaaga

<210> 89

<211>80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 89

cugggggcud casagugoug uucgugeagg uvagugugauu adcdaacdua cugougageu

agcacuucce gageoceegy

<210> 90

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 90

aacacagugg gcacucaaua aaugucuguu gaauugaaau goguuacauu caacggguau
nuavugagoa occacucugu g

<210> 91

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 91

uggcegauuu uggcacuage acauuuuuge uugugucucu ccgcoucugag caaucaugug

cagugeccaau augggaaa

<210> 92

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 92

gugagegacu guaaagauce ucgacuggaa geugugaage cacagauggg cuuucagucg

gauguunugca gcougecuacu

<210> 93
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<211>80
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 93

gugagguagu aaguuguauy guuguggggu aggganauua ggococaauu agaagauaac
vauacaacuu acuasuuuce

<210> 94

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 94

ggcacccace cguagaacog accuugcoggg gocuucgcoog cacacaagcou cgugucugug
gguecgugue

<210> 95

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 95

cccauuggea uaaaccegua gauccgaucu uguggugaag uggaccgoac aagcucgouu
cuaugggucu gugucagugu g

<210> 96

<211>108

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 96

aagagagaag auauugaggc cuguugecac aaacecguag auccgaacuu gugguauuag

uccgcacaag cunguaulcuad vagguanguyg uwouguuaggos aaucucac

<210> 97

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 97

cocuguugeca caaaccogua gauccgaacu ugugguauua guccgoacaa gouuguaucu

auagguaugu gucuguuagqg

<210> 98

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 98
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aggougcodu ggoucaguua ucacagugdu gaugougucu auucuaaagg uacaguacug

ugavaacuga aggauggcag ccaucuuace uuccaucaga ggagcoeucac

<210> 99

<211> 57

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 99

ucaguuauca cagugougau gouguocaluu cuaaagguac aguacuguga naacuga

<210> 100

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 100

ugcccuggcu caguuaucac agugcugaug cugucuauud udaagguaca guacugugau

aacugaagga uggeca

<210> 101

<211>79

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 101
acuguecuuu uuegguuaue augguaceda ugéuguauau cugaaaggua caguacugug

anaacugaaq aaugguggu

<210> 102

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 102

uguccuuuuu cgguuaucaul gguacogaug cuguavaucu gaaagguaca guacugugau

aacugaagaa uggug

<210> 103

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 103

cuuncuggaag cugguuucac auggquggcuu agauuuuuce aucuuuguau cuagcaccaun

uugaaaucayg uguuuuagga g

<210> 104

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 104
duucaggaiag cugguuudau auggugguuu agauuuadau agugauugud uagcaccauu
ugaaaucagu guucuugggg g

<210> 105

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 105

uugugcuuuc agcuucuuua ¢agugcugec uuguagcauu caggucaage aacauuguac

agggcuauga aagaacca

<210> 106

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 106

uacugadoud ggouucuuua <cagugougde uuguugceiaua uggaucaage ageauuguad

agggcuauga aggceauug

<210> 107

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 107

adaugucaga cagcocaucg acugguguug ccaugadgauu caacagucaa caucagucug
anaagcuace cgacaagg

<210> 108

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 108

ugugcaucgu ggucaaauge ucagacuecu gugguggeug cucaugeacs acggauguud
gagcauguge uvacggugucu a

<210> 109

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 109

ugugcaucgu ggucaaauge ucagacuccu gugguggeug cuuaugceace acggauguuu

gagcauguge uvauggugucu a

<210> 110
<211> 81
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 110

ccuuggecau guaaaagugeé uuacagugca gguagouuuu ugdagaucuac ugcaauguaa

gcacuucuua cauuaccaug g

<210> 111

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 111

ceugcegggg cuaaagugcu gacagugeag auaguggues ugucogugeu accgeacugu

ggguacuuge ugcuccagea gg

<210> 112

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 112
CucCuCugouu ucagouucuul uacaguguug cocuuguggca uggaguucaa gcagcauugu
ACAgggCcuaAl Caaagcacag a

<210> 113

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 113

acacugcaag aacaauvaagq auuuuuaggg gcauuaugac ugagucagaa aacacageuqg

cceccugaaag ucccucauuu uucuugougu

<210> 114

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 114

acugcaagag caauaaggau uluuagggge aunauvgauag uggaauggaa acacaucugc
coccaaaagu cocucauunu

<210> 115

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 115
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¢cunageaga geuguggagu gugacdaaugg uguuugugud uaaaduaunca aacgocauua

ucacacuaaa uagcuacugce uaggce

<210> 116

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 116

agouguggag ugugacaaug Jgquguuugugu SCAAACUAUC AAACHCCAUU AUCACACUAA
auageu

<210> 117

<211>61

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 117

acauuauuac uuuugguacy cgougugaca cuucaaacud guaccgugag uaauaaugog

c

<210> 118

<211>85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 118

aggccucucu cuccguguue acageggace uugauuuaaa uguccauaca auuaaggcac
gcggugaaug ccaagaaugg ggoeug

<210> 119
<211> 110
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 119

aucaagauua gaggoucugd uducdguguu cacagaggad duugauuuaa ugudauacaa

uuaaggceacy cggugaauge caagagegga gocuacggeu gcacuugaag

<210> 120

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 120
ugagggoose udugeguguu cacageggac cuugauuuaa uguduauada auuaaggoac
gecggugaauyg ccaagagagg cgocuce

<210> 121

<211>68
<212> ARN

90

60

85

€0

66

60

6l

60

85

60

110

60

87



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2604 324 T3

<213> Homo sapiens

<400> 121

cucugdgugu ucacagogga couugauuua auguduauad aauuaaggca cgoggugaau
gccaagag

<210> 122

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 122

cucuccgugu ucacagegga ccuugauuua augucauaca auuaaggeac geggugaaug

ccaagag

<210> 123

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 123

ugccagucuc uaggucocuyg agaccouuua accugugagg acauccaggyg ucacagguga
gguucuuggg agccuggocgu cuggceca

<210> 124

<211>65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 124

gguodcugayg acedunuaac cugugaggac auccagggud acaggugagyg uucuugggag

ccugg

<210> 125

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 125

ugagcuctue ucagudecuy agacccuaad uugugauguu uadcguuuaa aucdacgggu
uaggcucung ggageugega guegugou

<210> 126

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 126
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accagacuuu uccuagucac ugagacccua acuugugagg uauuuuagua acaucacaagqg
ucaggcucuu gggacceuagyg cggagggga

<210>127

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 127

cgcuggegac gggacauuau uacuuuuggu acgogougug ACACUucaaa cucguacogu

gaguaanaau gcgecgucea cggea

<210> 128

<211> 61

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 128

acauuauuad uuuugguady cgougugaca cuucaaacuc guacdgugayg uaavaaugog

c

<210> 129

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 129

ugugaudacu guoucdaged ugdugaagou cagagggoud ugauucagaa agaucaudgyg

auccgucuga gouuggeugg ucggaagucu caucaunc

<210> 130

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 130

ccagecugeu gaagoucaga gggoucugau ucagaaagau caucggaucs gucugageuu

ggcuggucgyg
<210> 131
<211> 82
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 131
ugageuguug gauucgggge cguageacug ucugagaggu uuadauuucu cacagqugaac
cggucucuuu uucagcugeu uc

<210> 132

<211>110
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 132

gecacggeage cacugugceag ugggaagggg ggcecgauaca cuguacgaga gugaguagea

ggucucacag ugaacegguce ucuuncocua cugugucaca cuccuaaugyg

<210> 133

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 133

guuggauuty gggodguage adugudugag AgguunAcau uLucucacagu gaaddggucu

cunuuucage

<210> 134

<211> 74

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 134
uggauduuuu ugegguougy gouugouguu dducudaica guagucagga agocduuacds
ccaaaaagua ucua

<210> 135

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 135

ugaeduusge gaaucuuuuu gogguouggg cuugouguad auaacucaau ageoggaage

ccuuacceca aaaageauuun geggagggcoyg

<210> 136

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 136

ugcugcugge cagagcucuu uucacauugu gouacugucu geaccuguca cuagoaguge

aauguuaaaa gggcamigge cguguagug

<210> 137

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 137
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gccaggagge gggguugguu guuaucuuug guuaucuage uguaugagug guguggagua

uucauvadage uvadauvaaccqg daaduadada uvaaccocccauad cacugoegeaqg

<210> 138
<211> 110
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 138

cacggegegg cageggcacu ggeuaaggga ggoccguuud ucucuuuggu uaucuagoug

uaugaguges acagagecgu caunaaageua gauaaccegaa aguagaaaug

<210> 139

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 139

guuguuaucu uugguuausu ageuguaudga guguauuggu cuucauaaag <cuagauaacca
gaaaguaaaa ac

<210> 140

<211>101

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 140

ccgoeocecge gucuccadgg caaccoguggs uuucgauugu vacugudgga acuggaggua

acagucuaca gocauggucg coocgoagea cgoccacgag <

<210> 141

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 141

gggcaacagu ggouuucgau uguuacugug ggaacuggag guaacagucu acagocaugg

ucgeee

<210> 142

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 142

acaaugeuuu gouagagoug guaaaaugga acdaaaucge cucuudaaug gauuugguod

ceuucaacca geuguageua ugcauuga

<210> 143
<211>102
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 143

gggagocaaa ugduuugdua gagougguaa aauggaadoa aaudgadugu cdaauggauu

uggucececuu caaccageug uageugugea uugauggege og

<210> 144

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 144
gouagagouyg guaaaaugga accadaucge cucuudaaug gauuugguod cduucaacca
gecuguage

<210> 145
<211> 119
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 145

ccucagaaga aagaugccce cugcucuggc uggucaaacg gaaccaaguc cgucuuccug

agagguuugyg uccccuucaa ccageuacaq cagggougge aangeccagu ccuuggaga

<210> 146

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 146

gececcougou cuggouggue aaacggaace aaguccgucu uccugagagg uuugguccca
uucaaccage uacageaggyg

<210> 147

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 147

cagggugugu gacugguuga ccagagggge augcacugug uwucacecugu gggocaccua
gucaccaace cuc

<210> 148

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 148
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aggguguguyg acugguugacd cagaggggea ugeadugugu ucaddcuguyg ggdcadouag

ucaccaaccc u

<210> 149

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 149
aggedudgcu guududuaug gouuuuuauu Sduaugugau uduadugcud acucauvauag
ggauuggage cguggcegeac ggeggggaca

<210> 150
<211>100

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 150

aganaaauuc acucuagugc uuuauggouul uuuauuccua ugugauagua auaaagucudc

auguagggau ggaagccaug aaauacauug ugaaaaauca

<210> 151

<211> 60

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 151
cuauggcouul uuauuccuau gugauucuac ugcoucacuca uauagggauu ggagoogudg

<210> 152

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 152

cacucugcug uggocuaugg cuduucauuc cuaugugauu gougucocaa acucauguag

ggcuaaaage caugggeuac agugagggge gageuce

<210> 153

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 153

ugageccucg gaggacucca uuuguuuuga ugauggauuc uuaugoucca ucaucgucuc

aaaugagucu ucagaggguu cu

<210> 154

<211>62

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 154

Jgaggacucca uuuguuuuga ugaudggauud uuaugcoucca ucaucgucuc aaaugagucu
uc

<210> 155

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 155
cuucggugac ggguauucuu Jgguggaunaa uacdgauudac dgquuguuauug cunaagaaua
cgoguagueg agg

<210> 156

<211>99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 156

cccuggeaug gugugguggyg gcagouggug uugugaauca ggecguugec aaucagagaa

cggouacuuc acaacaccag ggocacacea cacuacagdg

<210> 157

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 157

cquugcugcea gougguguug ugaaucaggce cgacgagcag cgcauccucu uacceggeua
uuucacgaca ccaggguuge auca

<210> 158

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 158
cagcocuggugu ugugaaucag goccgacgage agegcauccu cuuacecgge uauuucacda
caccaggguu g

<210> 159

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 159
guguauucua cagugcacgu gucuccagug uggcucggag gcuggagacg cggoccuguu

ggaguaac

<210> 160
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<211>100
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 160

ugugusucus uguguguacu gocagugguu uuacoguaug guagguuacg ugaugeuguu
cuaccacagg gquagaaccac ggacaggaua ccggggeace

<210> 161

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 161

uccugccagu gYUuuUUACSS Laugguagou uacgucauge uguucuacca caggguagaa

ccacggacag ga

<210> 162

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 162
ccugccaguy guuuuacccu augguagguu acgucaugcou guucuaccac aggguagaac

cacggacagg
<210> 163

<211>95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 163

cggooggone uggguodaut uucdaguaca guguuggauy gududauugu gaagouccua

acacugueug guaaagaugg cuccegggug gguue

<210> 164

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 164

ggguccaucu uccaguacag uguuggaugg ucuaauugug aagouccuaa cacugucugg

uaaagaugge cao

<210> 165

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 165
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acgcauaaaq uagaaagoac uacuaacage acuggagggu guaguguuue cuacuuuaug
gaug

<210> 166

<211> 106

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 166

gcgcagegec cugucuccca gocugaggug cagugcugca ucucugguca guugggaguc

ugagaugaag cacuguageu caggaagaga gaaguuguuce ugeage

<210> 167

<211>63

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 167
cougaggugd agugougoau cuduggudag uugggagudu gagaugaage aduguagoud
agg

<210> 168

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 168

uggggocoug gougggauau caudiauauac uguaaguuug cgaugagaca cuacaguaua

gaugauguac uagucegggce acccec

<210> 169

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 169
ggcugggaua ucaucauaua cuguaaguuu gcgaugagac acuacaguau agaugaugua

cuague

<210> 170

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 170

caccuuguce ucacggucda guuuucccag gaauccouua gaugouaaga uggggauucc

uggaaauacu guucuugagyg ucaugguu

<210> 171
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<211>70
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 171

CUCACguUse aguuuuccca ggaaucccuu agaugcuaaq auggggauuc cuggaaaunac
uguucuugag

<210> 172

<211> 99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 172

cdegaugugua udtucagouu ugagaacuga auundcauggyg uuguguoagu gquoagacoud

ugaaanncad uucuucagel gggananucuc ugucancgill

<210>173

<211>65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 173
agcuuugaga acugaauuce augggquugug ucagqugucag accugugaaa uucaguucuu
cagecu

<210>174

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 174

aaucuaaaga caacauuucu goacacacac cagacuaugg aagocagugu guggaaaugc
uucugcuaga uu

<210> 175

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 175

gaggcaaagu ucugagacac uccgacucug aguaugauag aagucagquge acuacagaac

uuugucuc

<210> 176

<211> 99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 176

caagcacgau uagcauuuga ggugaaguuc uguuauacac ucaggeugug goucucugaa

100

&0

70

60

99

60

65

60

72

60

68

&0



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2604 324 T3

agucagugca ucacagaacu uugucucgaa ageuuucua

<210>177

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 177
aagcacgauu agcauuugag gugaaguucu guuauacacu caggoeugugg cucudcugasaa

gucagugcau

<210> 178

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 178

goaggogeas gagoudugge uccguguduu cacusceguy duuguedgay gagggaggga
gggacggggg cugugcuggg gcageugga

<210> 179

<211> 53

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 179

geucuggcuc cgugucuuca cucccgugeu uguccgagga gggagggagg gac 53

<210> 180

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 180
cucdodaugg <odugududce caacoduugu accagugouyg ggoucagaced cugguacagg
cocugggggac agggaccugqg ggac

<210> 181

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 181

cocougucuce caacccuugu accagugoug ggoucagacc cugguacagg cougggggac

aggd
<210> 182
<211>72
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 182
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nmuccugcce ucgaggagoun cacagucuaqg uaugucucan ccocuacuaqg acudgaagouc

cuugaggaca gg
<210> 183
<211>69
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 183

ccuguccuca aggagouuca gucuaguagg ggaugagaca uacuagacug ugagocuccuc
gagggcagyg

<210> 184

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 184

uguecedede ggoadcagguu cugugauada cuccgacudyg ggouduggag cagucagugd

augacagaac uugggcccdy aaggacc

<210> 185

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 185

ggcoccagguu <ugugauaca cuccgacucyg ggcucuggag cagucagug< augacagaac
uwugggeoecey ¢

<210> 186

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 186

cucacagoug ccagugucau uuuugugaud ugcagouagu avududacud caguugdaua

gucacaaaag ugaucauugg cagguguggce

<210> 187

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 187
ucucucucud ccucacagou godaguguca uugucacaaa agugaucauu ggeaggugug
gcugcugcau g

<210> 188

<211> 87
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 188

ageggugges agugucauuu uugugauguu goagouagqua auaudagece aguugcauag

ucacaaaagu gaucauugga aacugug

<210> 189

<211>69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 189

cagugucauu uuugugaugu ugcagcuagu aauvaugagee caguugcaua gucacaaaag

ugaucauug

<210> 190

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 190

gugguacuuy aagauagguu audcguguug cduucgeuuu Auuugugadyg aducauadac

gguugaccua uuuuucagua ecaa

<210> 191

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 191

gaagauaggu uaucoguguu goocuuogouu uauuugugac gaaucauaca cgguugacou

auuuuu

<210> 192

<211>65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 192

duguuaaugc uaaucgugau agggguuuuu gocudcdacu gacucduaca uauuagaauu

aacag

<210> 193

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 193

ccuaacacug ucugguaaag auggcucccg gguggguucu cucggcagua accuucaggg

ageccugaaqg accauggagg ac
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<210> 194

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 194

gccgagaceg agugcacagg gcucugaccu augaauugac agecagugeu cucguoucce

cucuggcuge caauuccaud ggucacadggu auguucgccu caaugocagoe

<210> 195

<211>80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 195
ucodgoedad uguascagda adudcauguyg gaagugaoda cugguuccag uaggggougceu
guuaucuggg gcegagggoca

<210> 196

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 196

aaagougggu ugagagggey aaaaaggaug aggugacugg udugggduac gouaugougd

ggcgeucggyg

<210> 197

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 197

cauuggccouc cuaagecagg gauugugggu ucgaguceca cocgggguaa agaaaggcog

aauu

<210> 198
<211>70
<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 198
ccuaagecag ggauuguggg uucgagucec accuggggua gaggugaaaqg uudccuuuuas

ggaanuuuuu

<210> 199

<211> 108

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 199
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caaugucage agugecuuag cageacguaa auvauuggcogu uaagauudua aaauuaucuc

caguauuaac ugugcugcug aaguaagguu gaccauacuc uacaguug

<210> 200

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 200
gggcuuucaa gucacuagug guuccguuua guagaugauu gugcauvuguu ucaaaauggu

gcccuaguga cuacaaagece o

<210> 201

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 201
acgcaagugu cguaagguga goucagggag cadagaaade udcaguggaa cagaagggea

aaagcucauu

<210> 202

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 202
caugugucac uuucaggugg aguuucaaga gueccuuccu gguucacagu cuccuuugeu

cuuccacaac

<210> 203
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 203

agaagggcua ucaggccage cuucagagga cuccaaggaa cauucaacge ugucggugag

umigggauin gaaaaaacca cugacoguug acuguacouu gggguesuua

<210> 204
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 204
cougugcaga gauuauuuuu uaaaagguca caaucaacau ucauugcugu cgguggguug
aacugugugyg acaagoucac ugaacaauga augoaacugu ggoooogouun

<210> 205

<211> 89
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 205

cugauggcug cacucaacau ucauugcugu cgguggguuu gagucugaau caacucacug

aucaaungaau gcaaacugeg gaccaaaca

<210> 206
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 206

cggaaaauuu gcecaaggguu ugggggaaca uucaaccugu cggugaguuu gggcageuca
ggoaaaccau cgaccguuga guggaccoug aggeocuggaa uugccauccu

<210> 207

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 207

gagcugeuug ceuecececg uuuuuggeaa ugguagaacu cacacuggug agguaacagg

auccgguggu ucuagacuug ccaacuaugg ggcgaggacu cageoggceac

<210> 208

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 208

uuuuuggcaa ugguagaacu cacacuggug agguaacagg aucegguggu ucuagacuud

ccaacuaugg

<210> 209
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 209

Sageagaguyg ugaducdugu uduguguauyg goeacugguag aauucacugu gaadaguoud

agucagugaa uuaccgaagg gcocauaaaca gagcagagac agauccacga

<210> 210

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 210

deagutacgu codduuauta cuuuucdage cdagounugu gacuguaagu guuggacgga

gaacugauaa ggguagguga uuga
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<210> 211

<211> 65

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 211

dguuaucadu uuudcageed agdéuuuguga cuguaagugu uggacggaga acugauaagg

guagg

<210> 212

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 212

agggggcgag ggauuggaga gaaaggoagu uccugauggu cocoucceca ggggouggou

uuccucuggu ccuuncccuce ca

<210> 213

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 213

agggauugga gagaaaggea guuccugaug gucococuced caggggougg cuuuccucug

guecuu

<210> 214

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 214

UgouUguUAaaC uuuccaaaga auucuccuuu ugggouuucu gguuuuauuu udagoccaaa

ggugaauuuu uugggaaguu ugageu

<210> 215

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 215
acuuuccaaa gaauucucou uuugggouuu cugguuuuau uuvuaagecca aaggugaauu
uuuugggaag u

<210> 216

<211>109

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 216

107

60

65

60

82

60

66

60

aé

60

71



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2604 324 T3

ggucgggcuc accaugacac agugugagac ucgggcuaca acacaggace cggggcogoug

cucugacece ucgugucuug uguugcagee ggagggacge aggucegea

<210> 217

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 217
ugoudocudu cutacauced uugeaugguyg gagggugags uunucugaiaaa cocducddad
augcaggguu ugcaggaugqg cgagec

<210> 218

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 218

ucucacauce cuugcauggu ggagggugag cuuucugada accccuccca caugeagggu

uugcagga

<210> 219
<211>102

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 219

gduguegauug gacodgoodu gdggugedua dugagougau augaguucud auuuuacaca

cuggeucagu ucageaggaa caggagucga geccuaugage aa

<210> 220

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 220

cuccggugec uacugagcug auaucaguuc ucauuuuaca cacuggcuca guucagceagg

aacaggag

<210> 221

<211>85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 221

ugcaggocus ugugugauau guuugauaua uuagguuguu auuuaaucca aguauauvaud

aaacauauuc cuacagugue uugee

<210> 222
<211> 67
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 222
SuguguUgAUA UgUUUGAUAU AUUAGIUUGU Uauuuaaudd aaduauauau dazadauvauu

¢ccuacag

<210> 223

<211>92

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 223

cggouggaca gogggoaacg gaaucocaaa agoagouguu guocuccagag cauuccageu

gegeuuggau uueguccccu goucuccuge cu

<210> 224

<211> 74

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 224

agcgggcaac ggaaucccaa aagcagougu ugucuccaga gcauuccagce ugogouugga

uuuCqUCCSS ugeu

<210> 225
<211>108

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 225

cegagacega gugcacaggg cudugadoua ugaauugaca goedagugoud udguoucaod

ucuggcugee aauuccauag gucacaggua uguucgecuc aaugecaqg

<210> 226
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 226

gocgagacdg agugoacagg goucugacdu augaauugad agacagugiu dudguouddd

cucuggeuge caauuccaua ggucacaggu auguucgocu caaugecage

<210> 227

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 227
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cgaggauggg agcugaggge ugggucuuug cgggegagau gagggugueg gaucaacugg

ceuacaaagu cccaguucue ggeecoeyg

<210> 228

<211> 58

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 228
gougggucuu ugcgggcgag augagggugu cggaucaacu ggcocuacaaa gucccagu

<210> 229

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 229

augguguuau ¢aaguguaad agéaaducca uguggacdugu guacdaauuu ccaguggaga

ugecuguuacu uuugaugguu accaa

<210> 230

<211> 63

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 230

guguaacage aacuccaugu ggadugugua deaauuucda guggagauge uguuaduuuu

gau

<210> 231

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 231

agouuccoug goucuagdag cacagaaaua uuggeacagg gaagogaguce ugedaauauu
ggeugugeug cuccaggeag gguggug

<210> 232

<211> 58

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 232
uagcageaca gaaanauwgg cacagggaag «gagucugos aaunauuggeu gugeugeu

<210> 233

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 233
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cuagagcuug aauuggaacu gcugagugaa uuagguaguu ucauguuguu gggecugggu

umicugaacac aacaacalla aaccaccda uucacggcay udacugeuca

<210> 234

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 234

gugaauuagg uaguuucaug uuguugggos uggguuucug aacacaacaa cauuaaaccea

ccegauucac

<210> 235
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 235

ugcucgouca gougaucugu ggouuaggua guuucauguu guugggauug aguuuugaac

ucggeaacaa gaaacugecu gaguuacauc aguegguuuu cguegaggge

<210> 236

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 236

gugaauuagyg uaguuucaug uuguugggec uggguuudug aacacaacaa cauuaaaccea

aeagauucac

<210> 237

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 237

acuggueggu gauuuaggua guuuacuguu guugggaucs accuulcusu cgacagceacyg

Acacugocuu cauuacuuca dguug

<210> 238

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 238

ggeugugeey gguagagagyg gcagugggag guaagagouc uucacccuus accaccuucu

ccacccagoa uggee

<210> 239
<211> 60
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 239
gugcaugugu auguaugugu geaugugeau guguaugugu augagugeau geguguguge 60

<210> 240

<211> 62

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 240

ucaunugguce agaggggaga uagguucaug ugauuuuuse uucuucugcua uagaauaaau
ga

<210> 241

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 241

gecaacdeag uguucagacu adduguucag gaggoucuca auguguacag uagueugead

auugguuagg ¢

<210> 242
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 242
aggaageuuc uggagauccu gouccquoge ccfaguguue agacuacoug uucaggacaa
ugcoguugua caguagucug cacauugguu agacugggoa adgggagagca

<210> 243

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 243

deagaggaca coudfacucd guduacddcayd uguuuagacu auduguucag gacuddoaaa

uuguacagua gucugcacau ugguuaggcu gggcuggguu agaccoucgg

<210> 244

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 244

gccaacccag uguucagacu accuguucag gaggeucuca auguguacag uagucugeac

auugguuagy c
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<210> 245

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 245

gecguggeoca ucuuacugdgg cagcauugga ugdagucadg ucucuaauvac ugocugguaa
ugaugacgge

<210> 246

<211>95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 246
ccagoucggyg cagoecgugge caucuuacug ggcageauug gauggaguca ggucucuasu
acugccuggu aaugaugacqg goggagceocu gcacg

<210> 247

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 247
cocoucgucuu acceageagu guuuggguge gguugggagu cucuaauvacu gecggguaau
gauggagy

<210> 248

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 248
guuccuuuuu cuaugoaua uacuucuuug aggaucugge cuaaagaggu auvagggeaug
ggaagaugga ¢c

<210> 249

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 249

guguugggga cucgegegau ggguccaguyg guucuuaadca guucaacagu ucuguagcge
aauugugaaa uguuuaggac cacuagaccs ggogggogog gogacagoga

<210> 250

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 250
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ggruacagus uuucuucaug ugacucgugg acuucccuuu gucauccuau gocugagaau

aunaugaagga ggcugggaay goaaagggac guucdauugu caucacugge

<210> 251
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 251

aaagaudoud agadaaudea ugugduucud uuguoduuca uuddacdgga guouguouca

uacccaaceca gauuucagug gagugaaguu caggaggcau ggagcugaca

<210> 252

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 252
ugcuucecga ggocacaugc uucuuuauau ccccauaugg auvuacuuuge uauggaaugu
aaggaagugu gugguuucgg caagqug

<210> 253

<211>69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 253

aggccacaug cuucuuuaua uccocauaug gauuacuuug cuauggaaug uaaggaagug
ugugguuuu

<210> 254

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 254
ugacgggega gouuuugged cggguuauac cugaugouca cguauvaiagac gagcoaaaaag
cuuguuggue a

<210> 255

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 255

accoggeoagu goocuccagge goagggoage cocugoocac cgcacacuge geougococag

acccacuguyg cgugugacag cggougaucu gugocuggyge agogogaccee

<210> 256
<211> 110
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 256

ucaccuggce augugacuug ugggcuucce uuugucaucc uucgccuagg goucugagea

gggcagggac ageaaagggy ugcucaguug ucacuuccca cageacggag

<210> 257
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 257

cggggcaces cgeccggaca gegogecgge accuuggouc uagacugouu acugecceggg

cegeacucayg uaacagucue cagucacgge caccgacgec uggeocegecs

<210> 258
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 258

couguUFcaga gauuauuull uaaaagguca caaucaacau ucavnugougu cgguggguug

aacugugugy acaagcucac Ugaacaauga augcaacugu ggoccogeoun

<210> 259
<211>108

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 259
gaguuuugag guugcuucad ugaacauuca acgougucogd ugaguuugda auuaaaauca

aaaccaucdga coguugauug uacccuaugg cuaaccauca ucuacucc

<210> 260
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 260

ggecuggoug gacagaguug ucaugugucu gocugucuac acuugcugug cagaacaucc

goucacougu acagoaggoa cagacaggea gucacaugac aacccoagocou

<210> 261

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 261
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aucauucaga aauggquauac aggaaaauga ccuaugaauu gacagacaau auageugagu

uugucugudca uuucuuuagg ccaauauudcu guaugacugu Jgeouacuucaa

<210> 262
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 262

gauggougug aguuggouua aududageug goaacuguga gauguudaua caaucddsuca

caguggucuc ugggauuaug cuaaacagag caauuuccua gescucacga

<210> 263
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 263
aguauaauua uuacauaguu uuugaugucg cagauacugse aucaggaacu gauuggauaa
gaaucaguca ccaucaguuc cuaaugcauu goouucagoca ucuaaacaad

<210> 264
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 264
gugauaaugu agcgagauuu ucuguugugc uugaucuaac caugugguug cgagguauga

guaaaacaug guuccgucaa geaccaugga acgucacgea geuuncuaca

<210> 265

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 265

gaceaguege ugeggggduu udcuuuguge uugauduaad cauguggugyg aacgauggaa

acggaacaug guucugucaa gcacogoegga aageaccgug cucuccugoa

<210> 266
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 266
cegooacgygyg cogoggoucd ugavuguoda aacgcaauuc ucgaguduau ggoucoggod
gagaguugag ucuggacguc ccgageegec geccccaaac cucgageggqg

<210> 267
<211>110
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 267

ccgoacaggy cageggouce ugauugucca aacgcaauuc ucgagucuau ggouceggocs

gagaguugag ucuggacgue ccgagecges gococcaaac cucgagegygyg

<210> 268

<211>97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 268

acucaggggc uucgocacug auuguccaaa cgoaduucuu guacgagucu goggooaaco
gagaauugug gcuggacauc uguggceugag cuccgygg

<210> 269

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 269

gacagugugg cauuguaggg cudcacaccd uaudugacad uuugggcgag ggoaccauge

ugaagguguu caugaugcegg ucugggaacu ccucacggau cuuacugauyg

<210> 270
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 270

ugaacaucca ggucugggge augaaccugg cauacaaugu agauuucugu guucguuagg

caacagcuac auugueugeu ggguuucadg cuaccuggaa acauguuceuds

<210> 271
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 271

gcugcuggaa gguguaggua cccucaaugg cucaguagcc aguguagauc cugucuuucg

uaaucageag cuacaucugyg cuacugggue ucugauggea ucuucuageu

<210> 272
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 272
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ccuggccucc ugcagugcca cgcuccgugu auuugacaag cugaguugga cacuccaugu

gguagagugu caguunguca aauacccecaa gugoggcaca ugeuunaceag

<210> 273

<211> 81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 273

gggcuuucaa gucacuagug guuccguuua guagaugauu gugcauuguu ucaaaauggu

geecuaguga cuacaaagee ¢

<210> 274

<211>60

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 274

caaucuuccu uuaugcauggu auugauuuuu cagugouuce cuuuugugug agagaagaua

<210> 275

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 275

aggacccuuc cagagggees caccucaaus cuguugugec uaauucagag gguugggugg

aggcucuccu gaagggoucu

<210> 276

<211>63

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 276

aagaaauggu uuacegucac acauacauuu ugaauaugua ugugggaugg uaaaccgcouu

cuu

<210> 277

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 277

acugeuaacg aaugcoucuga cuuuauugea cuacuguacu uuacageuag cagugceaaua

guauugucaa agcaucugaa agcagg

<210> 278

<211>69

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 278

ccaccacuua aacguggauyg uacuugcuuu gaaacuaaaqg aaguaagugs uuccauguuu
uggugaugg

<210> 279

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 279

gousdcuuca aduuuaacau ggaagugouu udugugaduu uaiaaguaag ugouudeaug

uuuuaguagyg agu

<210> 280

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 280
cduuugouuu aacauggyggy uacdugcugu gugaaadaaa aguaiagugceu ucdauguuud
aguggagg

<210> 281

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 281

coutuaduuu aacauggagy cacuugougu gacaugacaa adauaaguge uuccauguuu
gagugugyg

<210> 282

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 282
gouucgouce coucegocuu cucuucecgd uucuuccogy agquegggaaa ageouggguuyg
agagggcgaa aaaggaugag gu

<210> 283

<211> 59

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 283
uuggdeuscu aagotaggga uuguggguue gaguedeadd dgggguaaag aaaggocga

<210> 284
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<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 284

uugguacuug gagagaggug guccguggeg cguucgeuuu auuvuauggeg cacauuacac

ggucgaccuc uuugcaguau cuaauc

<210> 285

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 285

cugaduaugd cucdcageau Scdduaggge auugguguaa agouggagad ccacugoocae

aggugcugcu ggggguugua guc

<210> 286

<211> 98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 286

auacagugdu ugguuccuayg uaggugueca guaaguguuu gugacauaau uuguuuauug

aggaccuccu aucaaucaag cacugugeua ggeucugqg

<210> 287

<211>95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 287

cucaucuguc uguugggcug gaggcaggge cuuugugaag goggguggug cucagaucgc

cucugggeoce uuccuccage cocgaggagy auuca

<210> 288

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 288

uggagugggg dggcaggagg ggcucaggga gaaagugcau acagcocccug gcococucucug

coccuuccguce cccug

<210> 289

<211> 94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 289
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cuuuggegau cadugdoudu dugggacugu guduuaggou cugdaagaud aaccgagoaa

agcacacgge cugcagagag goagegeoucu gocce

<210> 290

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 290

gaguuugguu uuguuugggu uuguucuagyg uaugguodoa gggaucdoag aucaaaccaqg

gecccuggge cuauccuaga accaaccuaa geue

<210> 291

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 291

uguuuugage gggggucaag agcaauaacg aaaaauguuu gucauaaacc guuuuugcauu

aunugouccug accuccucus aunungouaua uuca

<210> 292

<211>93

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 292

guagucagua guuggggggu gggaacggcu ucauacagga guugaugcac aguuauccag

cuccuavaung augoecuuucy ucaucccocunl caa

<210> 293

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 293

ucucgaacaa uauecuggug cugaqgugaug acucaggcega cuccagcaus agugauuuug
nugaaga

<210> 294

<211> 94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 294

cggggoggee goucucacug uccuccagga gcucacgugu gocugacugu gagegoacucqg

acgacagage cggegeeuge cocagugueu gego

<210> 295
<211> 95

121

60

94

60

o4

60

94

60

93

60

67

60

94



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2604 324 T3

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 295

uuguaccugg ugugauuaua aageaaugag acugauugue auaugueguu ugqugggauce

gqucucaguua cuuvauadgcoc aunaccuggua ucuua

<210> 296

<211>99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 296

gaaacuggge ucaaggugag gggugcuauc ugugauugag ggacaugguu aauggaauug

ucucacacad aaaucgcacc cgucaccuug gocuacuua

<210> 297

<211> 98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 297

acccaaacce uaggucugcu gacuccuadu ccagggceucg ugauggcugg ugggoecuga

acgaggggue uggaggocug gguuugaaua ucgacage

<210> 298

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 298

gucugucugs ¢egcaugecu gocucucugu ugcucugaag gaggcagggg cugggocuge

agcugecugy gcagagegge uccuge

<210> 299

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 299
ccauuacugu ugcuaauaug caacucuguu gaauauaaau uggaauugea cuuuagcaanu
ggugaugg

<210> 300

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 300
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aaaaggugga uauuccuucu auguuuaugu uauuuauggu uaaacauaga ggaaauucca

cguuuu

<210> 301

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 301

uugaagggag aucgaccgug uuavauucges UULAUUGACU ucgaavaaua caugguugau

cuuuucucag

<210> 302

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 302

agacagagaa gccaggucac gucucugcag uuacacagceu cacgagugce ugouggggug

gaacecuggue ugucu

<210> 303

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 303

guggcacuca aacugugggg gcacuuucug cucucuggug aaagugecge cauguuuuga

guguuac

<210> 304

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 304
gugggaduca aauguggage acuauucuga ugudcaaguyg gadagugoug cgacauauuga

gcgucac

<210> 305

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 305
gggauacura aaauggggye gouuudeull uuguduguad ugggaaguge uudgauuuue
ggguguecce

<210> 306
<211>72
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 306

uacaucggee auuauaauac aaccugauvaa guguuauage acuuaugcaga uuguauugua
auugucugug ua

<210> 307
<211>102

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 307

auggagcuge ucacccugug ggocucaaau guggaggaac uauucugaug uccaagugga

aagugcugcg acauuugage gucaccggug acgcoccauaun ca

<210> 308
<211>101

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 308

gcauccccuc agccugugge acucaaacug ugggggcacu uucugcucuc uggugaaagu

gocdgccaucu vuugaguguil accgouundgad aagacucaac <

<210> 309
<211>102

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 309
cgaggagcuc auacugggau acucaaaaug ggggcgcuuu ccuuuuvuguc uguuacuggg

aagugcuucy auuuuggggu gucccuguuu gaguagggea uc

<210> 310

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 310
ugagguagua gguuguauag uu 22

<210> 311

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 311
ugagguagua gguugugugg uu 22

<210> 312

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 312
ugagguagua gguuguaugg uu

<210> 313

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 313
agagguagua gguugcauag u

<210> 314

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 314
ugagguagga gguuguauag u

<210> 315

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 315
ugagguagua gauuguauag uu

<210> 316

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 316
ugagguagua guuuguacag u

<210> 317

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 317
ugagguagua guuugugcu

<210> 318

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 318
uggaauguaa agaaguaugu a

<210> 319

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 319
uggaagacua gugauuuugu u

<210> 320

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 320

ucuuugguua ucuagcugua uga 23
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<210> 321

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 321
uaaagcuaga uaaccgaaag u 21

<210> 322

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 322
uacccuguag auccgaauuu gug 23

<210> 323

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 323
uacccuguag aaccgaauuu gu 22

<210> 324

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 324
uagcagcaca uaaugguuug ug 22

<210> 325

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 325
uagcagcaca ucaugguuua ca 22

<210> 326

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 326
uagcagcacg uaaauauugg cg 22

<210> 327

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 327
caaagugcuu acagugcagg uagu 24

<210> 328

<211>20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 328
acugcaguga aggcacuugu 20

<210> 329
<211> 22
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 329
uaaggugcau cuagugcaga ua

<210> 330

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 330
ugugcaaauc uaugcaaaac uga

<210> 331

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 331
ugugcaaauc caugcaaaac uga

<210> 332

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 332
uaaagugcuu auagugcagg ua

<210> 333

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 333
uagcuuauca gacugauguu ga

<210> 334

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 334
aagcugccag uugaagaacu gu

<210> 335

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 335
aucacauugc cagggauuuc c

<210> 336

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 336
aucacauugc cagggauuac cac

<210> 337

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 337
uggcucaguu cagcaggaac ag

<210> 338

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 338
cauugcacuu gucucggucu ga

<210> 339

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 339
uucaaguaau ccaggauagg cu

<210> 340

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 340
uucaaguaau ucaggauagg u

<210> 341

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 341
uucacagugg cuaaguuccg cc

<210> 342

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 342
uucacagugg cuaaguucug

<210> 343

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 343
aaggagcuca cagucuauug ag

<210> 344

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 344
cuagcaccau cugaaaucgg uu

<210> 345

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 345
uagcaccauu ugaaaucagu
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<210> 346

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 346
uagcaccauu ugaaaucggu ua

<210> 347

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 347
uguaaacauc cucgacugga agc

<210> 348

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 348
cuuucagucg gauguuugca gc

<210> 349

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 349
uguaaacauc cuacacucag ¢

<210> 350

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 350
uguaaacauc cuacacucuc agc

<210> 351

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 351
uguaaacauc cccgacugga ag

<210> 352

<211>20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 352
uguaaacauc cuugacugga

<210> 353

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 353
ggcaagaugc uggcauagcu g

<210> 354
<211> 21
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 354
uauugcacau uacuaaguug ¢

<210> 355

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 355
gugcauugua guugcauug

<210> 356

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 356
uggcaguguc uuagcugguu gu

<210> 357

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 357
aggcaguguc auuagcugau ug

<210> 358

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 358
aggcagugua guuagcugau ug

<210> 359

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 359
uauugcacuu gucccggecu gu

<210> 360

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 360
aaagugcugu ucgugcaggu ag

<210> 361

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 361
uucaacgggu auuuauugag ca

<210> 362

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 362
uuuggcacua gcacauuuuu gc

<210> 363

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 363
ugagguagua aguuguauug uu

<210> 364

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 364
aacccguaga uccgaucuug ug

<210> 365

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 365
cacccguaga accgaccuug cg

<210> 366

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 366
uacaguacug ugauaacuga ag

<210> 367

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 367
uacaguacug ugauaacuga ag

<210> 368

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 368

agcagcauug uacagggcua uga 23

<210> 369

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 369
ucaaaugcuc agacuccugu

<210> 370

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 370

aaaagugcuu acagugcagg uagc 24
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<210> 371

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 371
uaaagugcug acagugcaga u

<210> 372

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 372
agcagcauug uacagggcua uca

<210> 373

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 373
uggaguguga caaugguguu ugu

<210> 374

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 374
uuaaggcacg cggugaaugc ca

<210> 375

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 375
ucccugagac ccuuuaaccu gug

<210> 376

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 376
ucccugagac ccuaacuugu ga

<210> 377

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 377
cauuauuacu uuugguacgc g

<210> 378

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 378

ucguaccgug aguaauaaug ¢

<210> 379
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<211> 22
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 379
ucggauccgu cugagcuugg cu

<210> 380

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 380
ucacagugaa ccggucucuu uu

<210> 381

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 381
ucacagugaa ccggucucuu uc

<210> 382

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 382
cuuuuugegg ucugggeuug ¢

<210> 383

<211>20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 383
cagugcaaug uuaaaagggc

<210> 384

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 384
cagugcaaug augaaagggc au

<210> 385

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 385
uaacagucua cagccauggu cg

<210> 386

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 386
uuggucceccu ucaaccagcu gu

<210> 387
<211> 21
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 387
uugguccccu ucaaccagcu a

<210> 388

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 388
ugugacuggu ugaccagagg g

<210> 389

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 389
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21

21

uauggcuuuu uauuccuaug uga 23

<210> 390

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 390

uauggcuuuu cauuccuaug ug

<210> 391

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 391

22

acuccauuug uuuugaugau gga 23

<210> 392

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 392

uauugcuuaa gaauacgcgu ag

<210> 393

<211> 17

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 393
agcugguguu gugaauc

<210> 394

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 394
ucuacagugc acgugucu

<210> 395

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 395
agugguuuua cccuauggua g

<210> 396

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 396
aacacugucu gguaaagaug g

<210> 397

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 397

uguaguguuu ccuacuuuau gga 23

<210> 398

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 398
cauaaaguag aaagcacuac

<210> 399

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 399
ugagaugaag cacuguagcu ca

<210> 400

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 400
uacaguauag augauguacu ag

<210> 401

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 401

guccaguuuu cccaggaauc ccuu 24

<210> 402

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 402
ugagaacuga auuccauggg uu

<210> 403

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 403
guguguggaa augcuucugc
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<210> 404

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 404
ucagugcacu acagaacuuu gu

<210> 405

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 405
ucagugcauc acagaacuuu gu

<210> 406

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 406
ucuggcuccg ugucuucacu cc

<210> 407

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 407
ucucccaacc cuuguaccag ug

<210> 408

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 408
acuagacuga agcuccuuga gg

<210> 409

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 409
ucagugcaug acagaacuug g

<210> 410

<211>20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 410
uugcauaguc acaaaaguga

<210> 411

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 411
uagguuauccguguugccuu cg

<210> 412
<211> 22
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 412
aaucauacac gguugaccua uu 22

<210> 413

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 413
uuaaugcuaa ucgugauagg gg 22

<210> 414

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 414
aacauucaac gcugucggug agu 23

<210> 415

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 415
aacauucauu gcugucggug gguu 24

<210> 416

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 416
aacauucaac cugucgguga gu 22

<210> 417

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 417
uuuggcaaug guagaacuca ca 22

<210> 418

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 418
ugguucuaga cuugccaacu a 21

<210> 419

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 419
uauggcacug guagaauuca cug 23

<210> 420

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 420
uggacggaga acugauaagg gu

<210> 421

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 421
uggagagaaa ggcaguuc

<210> 422

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 422
Caaagaauuc uccuuuuggg cuu

<210> 423

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 423
ucgugucuug uguugcagcc g

<210> 424

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 424
caucccuugc augguggagg gu

<210> 425

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 425
gugccuacug agcugauauc agu

<210> 426

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 426
ugauauguuu gauauauuag gu

<210> 427

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 427
caacggaauc ccaaaagcag cu

<210> 428

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 428
cugaccuaug aauugacagc ¢
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<210> 429

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 429
aacuggccua caaaguccca g

<210> 430

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 430
uguaacagca acuccaugug ga

<210> 431

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 431
uagcagcaca gaaauauugg ¢

<210> 432

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 432
uagguaguuu cauguuguug g

<210> 433

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 433
uagguaguuu ccuguuguug g

<210> 434

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 434
uucaccaccu ucuccaccca gc

<210> 435

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 435
gguccagagg ggagauagg

<210> 436

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 436
cccaguguuc agacuaccug uuc

<210> 437
<211> 22
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 437
uacaguaguc ugcacauugg uu

<210> 438

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 438
cccaguguuu agacuaucug uuc

<210> 439

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 439
uaacacuguc ugguaacgau gu

<210> 440

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 440

cucuaauacu gccugguaau gaug 24

<210> 441

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 441
aauacugccg gguaaugaug ga

<210> 442

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 442
agagguauag ggcaugggaa ga

<210> 443

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 443
gugaaauguu uaggaccacu ag

<210> 444

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 444
uucccuuugu cauccuaugc cu

<210> 445

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 445
uccuucauuc caccggaguc ug

<210> 446

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 446
uggaauguaa ggaagugugu gg

<210> 447

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 447
auaagacgag caaaaagcuu gu

<210> 448

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 448
cugugcgugu gacagcggceu g

<210> 449

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 449
uucccuuugu cauccuucgc cu

<210> 450

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 450
uaacagucuc cagucacggc c

<210> 451

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 451
accaucgacc guugauugua cc

<210> 452

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 452
acagcaggca cagacaggca g

<210> 453

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 453
augaccuaug aauugacaga ¢
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<210> 454

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 454
uaaucucagc uggcaacugu g

<210> 455

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 455

uacugcauca ggaacugauu ggau 24

<210> 456

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 456
uugugcuuga ucuaaccaug u

<210> 457

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 457
ugauugucca aacgcaauuc u

<210> 458

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 458
ccacaccgua ucugacacuu u

<210> 459

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 459

agcuacauug ucugcugggu uuc

<210> 460

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 460

agcuacaucu ggcuacuggg ucuc 24

<210> 461

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 461
ugucaguuug ucaaauaccc ¢

<210> 462
<211>23
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 462
caagucacua gugguuccgu uua

<210> 463

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 463
agggccecce cucaauccug u

<210> 464

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 464
ugguuuaccg ucccacauac au

<210> 465

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 465
cagugcaaua guauugucaa agc 23

<210> 466

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 466
uaagugcuuc cauguuuugg uga

<210> 467

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 467
acuuuaacau ggaagugcuu ucu

<210> 468

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 468
uaagugcuuc cauguuuuag uag

<210> 469

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 469
uuuaacaugg ggguaccugc ug

<210> 470

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 470
uaagugcuuc cauguuucag ugg 23

<210> 471

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 471
uaagugcuuc cauguuugag ugu 23

<210> 472

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 472
aaaagcuggg uugagagggc gaa 23

<210> 473

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 473
uaagccaggg auuguggguu ¢ 21

<210> 474

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 474
gcacauuaca cggucgaccu cu 22

<210> 475

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 475
cgcauccccu agggcauugg ugu 23

<210> 476

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 476
ccacugcccc aggugcugcu gg 22

<210> 477

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 477
ccuaguaggu guccaguaag u 21

<210> 478
<211> 20

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 478
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ccucugggcec cuuccuccag

<210> 479

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 479
cuggcccucu cugcccuuce gu

<210> 480

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 480
gcaaagcaca cggccugcag aga

<210> 481

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 481
gccececugggce cuauccuaga a

<210> 482

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 482
ucaagagcaa uaacgaaaaa ugu

<210> 483

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 483
uccagcuccu auaugaugcc uuu

<210> 484

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 484
uccagcauca gugauuuugu uga

<210> 485

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 485
ucccuguccu ccaggageuc a

<210> 486

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 486
uccgucucag uuacuuuaua gcc

23
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<210> 487

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 487
ucucacacag aaaucgcacc cguc 24

<210> 488

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 488
ugcugacucc uaguccaggg ¢ 21

<210> 489

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 489
ugucugcccg caugccugcec ucu 23

<210> 490

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 490
aauugcacuu uagcaauggu ga 22

<210> 491

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 491
acauagagga aauuccacgu uu 22

<210> 492

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 492
aauaauacau gguugaucuu u 21

<210> 493

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 493
gccugecuggg guggaaccug g 21

<210> 494

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 494
gugccgccau cuuuugagug u 21

<210> 495
<211>23
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 495
aaagugcugc gacauuugag cgu 23

<210> 496

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 496
acucaaaaug ggggcgcuuu cc 22

<210> 497

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 497
gaagugcuuc gauuuugggg ugu 23

<210> 498

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 498
uuauaauaca accugauaag ug 22
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REIVINDICACIONES
1. Un método para diagnosticar si un sujeto tiene un cancer sélido, que comprende:

medir el nivel de al menos un primer producto génico de miR-221 en una muestra de ensayo del sujeto,

en donde una alteracién en el nivel del primer producto génico de miR-221 en la muestra de ensayo en relacién
al nivel del primer producto génico de miR-221 en una muestra de control,

es indicativa de que el sujeto tiene un cancer soélido seleccionado del grupo que consiste en cancer de colon, de
pancreas y de estbmago.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que se usa un aumento en el nivel del primer producto génico de miR-221
para diagnosticar cancer de colon.

3. El método de las reivindicaciones 1 o 2, en el que se usa el primer producto génico de miR y al menos un
producto génico de miR adicional para diagnosticar cancer de colon,
seleccionandose el al menos un producto génico de miR adicional del grupo que consiste en:

miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-24-1, miR-24-2, miR-155, miR-20a, miR-107,
miR-32, miR-30c, miR-106a, miR-10a, miR-203, miR-126*, miR-24-2, miR-99b prec, miR-213, miR-150, miR-9-3
y combinaciones de los mismos.

4. El método de la reivindicaciéon 1, en el que se usa un aumento en el primer producto génico de miR-221 para
diagnosticar cancer pancreatico.

5. El método de las reivindicaciones 1 o 4, en el que se usa el primer producto génico de miR y al menos un
producto génico de miR adicional para diagnosticar cancer pancreatico,
seleccionandose el al menos un producto génico de miR adicional del grupo que consiste en:

miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-29b-2, miR-223, miR-128b, miR-199a-1, miR-24-1, miR-24-2, miR-146,
miR-181b-1, miR-20a, miR-107, miR-32, miR-92-2, miR-214, miR-30c, miR-25, miR-106a, miR-103-2, miR-103-1,
miR-100, miR-125b-2, miR-125b-1, miR-23a, miR-26a-1, miR-125a, miR-130a, miR-26b, miR-145, miR-126*,
miR-16-2, miR-99b, miR-155, miR-29a, miR-16-1, miR-99a, miR-224, miR-30d, miR-29¢, miR-30b, miR-129-1/2,
miR-197, miR-7-1, miR-93-1, miR-140, miR-30a-5p, miR-132, miR-152 prec, miR-23b, miR-222, miR-27a, miR-
92-1, miR-129-1/2 prec, miR-150, miR-29b-1 y combinaciones de los mismos.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que se usa un aumento en el nivel del primer producto génico de miR-221
para diagnosticar cancer de estomago.

7. El método de las reivindicaciones 1 o 6, en el que se usa el primer producto génico de miR y al menos un
producto génico de miR adicional para diagnosticar cancer de estbmago,
seleccionandose el al menos un producto génico de miR adicional del grupo que consiste en:

miR-21, miR-191, miR-223, miR-24-1, miR-24-2, miR-107, miR-92-2, miR-214, miR-25, miR-218-2, miR-103-2,
miR-136, miR-125b-2, miR-103-1, miR-222, miR-212 prec, miR-125b-1, miR-100, miR-92-1, miR-96, miR-192,
miR-23a, miR-215, miR-7-2, miR-138-2, miR-99b, miR-33b y combinaciones de los mismos.

8. Un método para diagnosticar si un sujeto tiene un cancer sélido de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la
medicién del nivel del al menos un producto génico de miR-221 comprende:

(1) transcribir de forma inversa:

al menos ARN de miR-221 de una muestra de ensayo obtenida del sujeto para proporcionar al menos un
oligodesoxinucleétido diana de miR-221; y

(2) hibridar:

el al menos un oligodesoxinucleétido de ARN diana de miR-221 con una microserie que comprende
oligonucleétidos sonda especificos de miARN que incluyen al menos un oligonucleétido sonda especifico de
ARN de miR-221 para proporcionar un perfil de hibridacion para la muestra de ensayo;

y en el que la determinacién de si hay una alteracion en el nivel del primer producto génico de miR-221 en la
muestra de ensayo, en relacién al nivel del primer producto génico de miR-221 en una muestra de control
comprende:

(3) comparar:
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el perfil de hibridacién de la muestra de ensayo con un perfil de hibridacion generado a partir de una muestra
de control, en donde una alteracion en la sefial de miR-221 es indicativa de que el sujeto tiene un cancer
sdlido seleccionado entre el grupo que consiste en cancer de colon, de pancreas y de estdmago.
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