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DESCRIPCION
Uso de MicroRNA-199B-5P en el campo médico y de diagnadstico.

[0001] Esta invencion se refiere al uso de MicroRNA-199b-5p en los campos médico y de diagndstico.
Particularmente, esta invencion se refiere al uso del miR199b-5p en la terapia contra el cancer y como un marcador
histopatoldgico y de metastasis.

[0002] Los MicroRNA (miRNA) son ARN monocatenarios de ~22 nucleétidos de longitud, y constituyen una clase
novedosa de reguladores genéticos [1]. En los animales, los miRNA tienen efectos reguladores a través de su union
a sitios complementarios imperfectos dentro de las regiones 3' no traducidas (3'UTR) de sus dianas de ARNm. La
expresion alterada de muchos miRNA se observa en varios tipos de tumores: por ejemplo, linfomas de linfocitos B
(miR-17 agrupado) [2,3], linfomas malignos (miR-15a, miR-16-1, BCL2 de direccionamiento) [4], tumores de
glioblastoma (regulacion ascendente de miR-21) [5], neoplasia colorrectal (miR-143, miR-145 regulado en descenso)
[6], cancer de pulmdén (miR-29) [7], y cancer de mama (miR-10b) [8], con varios tipos de tumor adicionales bajo
analisis.

[0003] Los meduloblastomas (MB) son los tumores cerebrales malignos mas comunes. Parece que se originan a
partir de células madre y de los precursores de neuronas granulares en la capa granular externa del cerebelo [9], o,
como alternativa, a partir de los precursores multipotentes en la zona ventricular del cerebelo [10-12]. Desde un
punto de vista clinico, los tratamientos multimodales actuales incluyen reseccién quirdrgica radical seguida de
radiacion y quimioterapia. Si bien estos tratamientos pueden mejorar la tasa de supervivencia, el MB sigue siendo
incurable en aproximadamente un tercio de estos pacientes. La principal causa de muerte es la recidiva asociada a
la diseminacion tumoral, momento en el que las opciones terapéuticas actuales tienen poca eficacia [13]. Estos
tratamientos también son téxicos y pueden conducir a incapacidades a largo plazo [14-16]. En consecuencia, existe
una necesidad sustancial de terapias novedosas, eficaces y de baja toxicidad para nifios con meduloblastoma.

[0004] Las células de MB también pueden contener subconjuntos funcionalmente importantes de células con
propiedades tipo células madre que son capaces Unicamente de propagar el crecimiento tumoral [17, 18]. Estudios
recientes han demostrado que tanto los progenitores como las células madre pueden responder a la ruta Sonic-
Hedgehog (Shh) y pueden servir como células de origen para los MB [19].

[0005] Se ha demostrado que la actividad Notch regula los progenitores de células granulares a partir de los
cuales surgen los MB, con el nimero de copias del gen Notch2 aumentado en el 15 % de los MB [12, 20]. La
expresion persistente de bHLH HES1, el principal gen de respuesta a Notch, impide tanto la migracion de células
progenitoras neurales fuera de la zona ventricular como la expresion de los marcadores neuronales [21]. Los ratones
gue carecen de Hesl muestran neurogénesis prematura, visto como la regulacion ascendente de los factores de
transcripcion bHLH neural, lo que da como resultado defectos del tubo neural mayores [22]; las células progenitoras
obtenidas a partir de estos ratones han alterado el potencial de auto-renovacién, con un compromiso hacia un linaje
neuronal [23].

[0006] Significativamente, la expresion de HES1 en el MB se ha asociado a un peor resultado clinico [24]. Ha de
apreciarse que, se ha postulado una interaccion con Sonic-Hedgehog (Shh) en el desarrollo de precursores de
células granulares [25], ya que tiene intercomunicacion con otras rutas, por ejemplo, el gen del grupo panal de abeja
BMI-1 [26].

[0007] EI documento WO 2007/081720 describe y reivindica la aplicacion de miR-199b para la terapia y
diagndstico de cancer de pulmon.

[0008] En el documento WO 2008/094545, se indica y se reivindica la aplicacién de un antagonista de miR-199b
para la terapia y diagndstico de leucemia mieloide aguda.

[0009] Es evidente la necesidad de una nueva intervencion médica para la curacién del meduloblastoma y para el
diagnostico precoz mediante marcadores histopatoldgicos y la deteccién de metéastasis. Los autores de esta
invencién han demostrado que la expresién de miRNA 199b-5p se pierde en pacientes metastasicos y postulan un
mecanismo de regulacién tras el silenciamiento epigenético a través de procesos de metilacién que se producen
durante la carcinogénesis, identificando un nuevo marcador molecular para una clase de bajo riesgo en pacientes
con MB. La sobreexpresion de MiR-199b-5p bloquea la expresion de varios genes de células madre de cancer,
altera el potencial de injerto de células de MB en el cerebelo de ratones atimicos/sin pelo, y de particular interés,
disminuye la subpoblacién de células tipo células madre de tumor de MB (CD133+). Por esta razén, puede usarse
miR-199b-5p como terapia contra el cancer, asi como un marcador para determinar el estado histopatoldgico de los
tumores y para el conocimiento de la presencia o ausencia de metastasis. Los autores en esta invencién han
identificado que la expresion de miR-199-5p se pierde en pacientes metastasicos y se postula que esta pérdida se

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2621 824 T3

debe a un mecanismo de silenciamiento durante la carcinogénesis. Los autores han identificado un nuevo marcador
molecular para una clase especifica de pacientes con meduloblastoma con bajo riesgo de recidiva y enfermedad
agresiva. De hecho, miR-199-5p afecta negativamente a las células madre cancerosas CD133+ que en un modelo
animal de cancer de cerebelo ortotépico de xenoinjerto muestran la alteracion del crecimiento y la tumorigénesis in
vivo, en el cerebelo. Por estas razones, el miR-199b-5p puede usarse en una terapia contra el cancer, asi como para
propésitos de diagnostico como marcador del estado histopatolégico de los tumores y para la correlacién con
respecto a la presencia o ausencia de metastasis como marcador predictivo.

[0010] Los autores en un cribado de lineas celulares de MB, encontraron el miR-199b-5p como regulador de la
ruta de sefializacion de Notch a través de su direccionamiento del factor de transcripcion HES1. La regulacion
descendente de la expresion de HES1 por miR-199b-5p regula negativamente la tasa de proliferacion y el
crecimiento independiente de anclaje de células de MB. La sobreexpresion de MiR-199b-5p bloquea la expresion de
varios genes de células madre de cancer, altera el potencial de injerto de células de MB en el cerebelo de ratones
atimicos/sin pelo, y de particular interés, disminuye la subpoblacion de células tipo células madre de MB (CD133+).
En el andlisis de 61 pacientes con MB, la expresion de miR 199b-5p en los casos no metastasicos fue
significativamente mayor que en los casos metastasicos (P = 0,001). Los andlisis de correlacion estadistica después
de los datos de supervivencia para aquellos pacientes con altos niveles de expresion de miR-199b-5p indican un
orden de mejora de tendencia positiva para definir la supervivencia global que para los pacientes de miR-199b-5p de
baja expresion de miR-199b-5p. Estos datos que muestran la regulacién descendente de miR-199b-5p en los
pacientes de MB metastasico sugieren un potencial mecanismo de silenciamiento a través de modificaciones
genéticas o epigenéticas. Tras la induccién de agentes de desmetilacion (5-aza-desoxicitidina ejemplar), se observo
una expresion de miR-199b-5p mejorada en un panel de lineas celulares de MB, que soporta un mecanismo
epigenético de regulacién de miR-199b-5p. Ademéds, dos lineas celulares de meduloblastoma (Med8 y UV238)
muestran un fenémeno significativo de regulacién ascendente de miR-199b-5p tras el tratamiento con 5-aza-
desoxicitidina. Los autores han creado un modelo ortotopico de xenoinjerto inducido en el cerebelo cerebeloso de
raton donde la infeccién anterior de un adenovirus que porta miR-199b-5p en células de MB (linea celular Daoy) y su
inyeccion en el cerebelo de ratones atimicos/sin pelo muestran un beneficio clinico a través de la influencia negativa
de miR199b-5p en el crecimiento tumoral y especialmente en el subconjunto de células madre de cancer de MB,
proporcionando ademas pruebas de concepto.

[0011] Por lo tanto, es un objeto especifico de la presente invencidbn una secuencia oligonucleotidica que
comprende o0 que consiste en la siguiente secuencia:

CCAGAGGACACCTCCACTCCGTCTACCCAGTGTTTAGACTATCTGTT
CAGGACTCCCAAATTGTACAGTAGTCTGCACATTGGTTAGGCTGGGC
TGGGTTAGACCCTCGG (SEQ ID No: 1)

0 que comprende o0 que consiste en la secuencia ribonucleotidica correspondiente:

CCAGAGGACACCUCCACUCCGUCUACCCAGUGUUUAGACUAUCUG
UUCAGGACUCCCAAAUUGUACAGUAGUCUGCACAUUGGUUAGGCU
GGGCUGGGUUAGACCCUCGG (SEQ ID No: 10)

0 que comprende o que consiste en una parte de la SEQ ID No: 10:
CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (SEQ IDNO:11)

para su uso en el tratamiento y/o prevencién de tumores caracterizada por la expresion del gen CD133, escogido del
grupo que consiste en meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon y carcinoma mamario.

[0012] Particularmente, la secuencia en negrita corresponde a la secuencia miR-199b-5p madura.

[0013] Las secuencias anteriores pueden portarse en seres humanos por un vector virico (para la secuencia
desoxi-ribonucleotidica), por ejemplo, un vector adenoviral, tecnologia SNALP (para la secuencia ribonucleotidica),
tecnologia LNA, o por modificacion del grupo O-2-metilo a través del enlace de una molécula de union de colesterol,
0 usando un enlazador C.7. Particularmente, el vector adenovirico puede ser un vector AdV5 con un mapa mostrado
en las figuras 15e16, de 6217 pb, promotor de CMV y con sitios de restriccion Xhol/Hindlll clonados de la secuencia
comprendida o compuesta por la secuencia SEQ ID NO:1.

[0014] Un objeto adicional de esta invencion es un método de diagndstico in vitro para las evaluaciones del estadio
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histopatoldgico (fase) del tumor o la definicién de la presencia o ausencia de metastasis a través de la investigacion
en una muestra bioldgica de la expresién de la secuencia comprendida o consistente en la SEQ ID NO:1 junto con
uno o mas genes expresados en la célula madre de cancer escogida entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1,
ZIC1, KLF5, HMGA1, HMGB3.

[0015] En particular, los tumores pueden seleccionarse dentro del grupo que consiste en carcinoma de colon,
meduloblastoma, glioblastoma, carcinoma mamario, linfomas y carcinoma de pulmén; preferiblemente carcinoma de
colon, meduloblastoma, glioblastoma, carcinoma mamario y linfoma; y mucho mas preferiblemente carcinoma de
colon, meduloblastoma, glioblastoma, linfoma.

[0016] De acuerdo con una realizacion de la invencion, el método de diagnoéstico de la invencion comprende los
andlisis de expresion de miR199b-5p y de CD133 aplicado al carcinoma de colon, meduloblastoma y glioblastoma.
De acuerdo con una segunda realizacién, el método de diagnéstico comprende los analisis de expresion de
miR199b-5p y de HMGAL1 aplicado al carcinoma de colon, carcinoma mamario y linfoma.

[0017] Preferiblemente, la deteccion de la expresion de la secuencia que comprende o que consiste en la SEQ ID
NO:1 puede evaluarse por PCR en tiempo real con los siguientes cebadores para la amplificacion:

cebador directo: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID NO:3)
cebador inverso: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID NO:4)

y un par de cebadores de control para normalizar el valor de expresion de la secuencia, por ejemplo, los siguientes
cebadores:

cebador directo: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TTG C (SEQ ID NO: 5)
cebador inverso: GGG CCA TGC TAATCT TCT CTG T (SEQ ID NO: 6).

[0018] Al igual que en un modo alternativo, la deteccidén de la expresion de la secuencia que comprende o que
consiste en la SEQ ID NO:1 comprende o consiste en las siguientes etapas:

a) retrotranscripcion del ARN; y b) expresidon de dicha secuencia por ensayo TagMan con los siguientes
cebadores y sonda:

cebador directo: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)
cebador inverso: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID NO:9)

[0019] De acuerdo con una realizacion particular de la presente invencion, dicho uno o mas genes se detectan por
PCR en tiempo real por la amplificacion de al menos una de las siguientes secuencias:

CD133:

CTATGTGGTACAGCCGCGTGATTTCCCAGAAGATACTTTGAGAAAATT
CTTACAGAAGGCATATGAATCCAA AATTGATTA (SEQ ID NO: 13)

c-myc: AGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTT (SEQ ID NO:14)
Nanog:

GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGCCTCACACGGAGACTGTCTCTCCTC
TTCCTTCCTCCATGGATCTGCTTATTCAGGACAGC (SEQ ID NO:15)

Oct4:

ACTGCAGCAGATCAGCCACATCGCCCAGCAGCTTGGGCTCGAGAAG
G

ATGTGGTCCGAGTGTGGTTCTGTAACCGGCGCCA (SEQ ID NO:16)

TCFL1:
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CCGCGGGACTATTTCGCCGAAGTGAGAAGGCCTCAGGACAGCGCG
TTCTTT (SEQ ID NO:17)

ZIC1:

CAGTTCGCTGCGCAAACACATGAAGGTCCACGAATCCTCCTCGCAGG
GCTC (SEQ ID NO:18)

KLF5:

GCATCCACTACTGCGATTACCCTGGTTGCACAAAAGTTTATACCAAGT
CTTCTCA (SEQ ID NO:19)

HMGAL:

AAAAACAAGGGTGCTGCCAAGACCCGGAAAACCACCACAACTCCAG
GAAGG (SEQ ID NO:20)

HMGB3:

TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGGTGGAAGACGATGTCCGGGAAAGA
GAAA (SEQ ID NO:21);

usando los siguientes pares de cebadores de amplificacion:

CD133:
Cebador directo: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22)
Cebador inverso: TAATCAATTTTGGATTCATATGCCTTC (SEQ ID NO:23)
c-myc
cebador directo: ATGAGGAGACACCGCCCAC (SEQ ID NO:24)
cebador inverso: AACATCGATTTCTTCCTCATCTTCTT (SEQ ID NO:25)
Nanog:
cebador directo: GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGC (SEQ ID NO:26)
cebador inverso: GCTGTCCTGAATAAGCAGATCCAT (SEQ ID NO:27)
Oct4:
cebador directo: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28)
cebador inverso: TGGCGCCGGTTACAGAAC (SEQ ID NO:29)
TCFL1:
cebador directo: CCGCGGGACTATTTCGC (SEQ ID NO:30)
cebador inverso: AAAGAACGCGCTGTCCTGAG (SEQ ID NO:31)
ZIC1:
cebador directo: CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32)
cebador inverso: GAGCCCTGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33)
KLF5:

cebador directo: GCATCCACTACTGCGATTACCC (SEQ ID NO:34)
5
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cebador inverso: TGAGAAGACTTGGTATAAACTTTTGTGC (SEQ ID NO:35)
HMGAL:

cebador directo: AAAAACAAGGGTGCTGCCAA (SEQ ID NO:36)
cebador inverso: CCTTCCTGGAGTTGTGGTGGT (SEQ ID NO:37)

HMGB3:

cebador directo: TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGG (SEQ ID NO:38)
cebador inverso: TTTCTCTTTCCCGGACATCG (SEQ ID NO:39)

y usando los siguientes pares de cebadores para normalizacion de la expresion de las siguientes
secuencias génicas:

cebador directo: CGT GCT GCT GAC CGA GG (SEQ ID NO:79)
cebador inverso: GAA GGT CTC AAA CAT GAT CTG GGT (SEQ ID NO:80)

Como alternativa, dicho uno o méas genes pueden detectarse por TagMan en tiempo real para la

amplificacion de al menos una de las siguientes secuencias:

cd133

TCCACAGAAATTTACCTACATT
GGAAGAGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGCCTGGTCATCTGCT

CTCTGCTGACCC (SEQ ID NO:40)
c myc

GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCT
CCCGCGACGATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTA (SEQ ID NO:41)

nanog:

CCGAAGAATAGCAATGGTGTGACGCAG
AAGGCCTCAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTACTCTTCCTACCACCA
GGGATG (SEQ ID NO:42)

oct 4.

AACCCGGAGGAGGTAGTCCTTTGTTACATGCATGAGTCAGTGAACAG
GGAATGGGTGAATGACATTTGTGGGTAGGTTATT (SEQ ID NO:43)

tcfll:

CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAGAAGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGT
CTTTTGTCCTCAGACTTGATCCTGCTCCCTCGG (SEQ ID NO:44)

zic 1:

CGCGCTCCGAGAATTTAAAGATCCACAAAAGGACGCACACAGGGAGA
AGCCCTTCAAGTGCGAGTTTGAGGGCTGTGACC (SEQ ID NO:45)

KLF5:

TTTAACCCCACCTCCATCCTATGCTGCTACAATTGCTTCTAAACTGGC
AATTCACAATCCAAATTTACCCACCACCCTGCC (SEQ ID NO:46)
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CCCCAGGCAGACCTTATATGAGACATGGGAGTCCCACCGTATTGTCC
AGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAAGCA (SEQ ID NO:47)

HMGB3:

CGCTATGATCGGGAAATGAAGGATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAA

GAAGAAGAAGGATCCTAATGCTCCCAAAAGGCCA (SEQ ID NO:48);

usando los siguientes cebadores y sondas para la amplificacion:

cd133

c myc:

nanog:

oct 4.

tcfll:

zic 1:

KLF5:

HMGAL:

cebador directo: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID NO:49)
cebador inverso: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51)

cebador directo: GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52)
cebador inverso: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)
sonda: CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO:59)
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)

cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
cebador inverso: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63)

cebador directo: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
cebador inverso: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)

Cebador directo: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
Cebador inverso: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)

Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)
sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)
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HMGB3:

cebador directo: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
cebador inverso: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

y usando los siguientes pares de cebadores y sonda para normalizar la expresion de las secuencias génicas:

cebador directo: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81)
cebador inverso: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82)
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83)

Es un objeto adicional de la presente invencion, un kit de diagnéstico in vitro para evaluar el estadio histopatolégico
del tumor y la presencia de las metastasis por la deteccion, en una muestra bioldgica, a través de PCR en tiempo
real, de la expresion de la secuencia que comprende o que consiste en la SEQ ID NO:1 y en uno 0 mas genes
expresados en las células madre de cancer escogidas entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5,
HMGA1, HMGBS3 a través de TagMan en tiempo real, comprendiendo o consistiendo dicho kit en:

a) los siguientes cebadores de amplificacion de dicha secuencia que comprende o que consiste en SEQ ID
NO:1:

cebador directo: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID NO:3) cebador inverso:
CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID NO:4)

b) un par de cebadores de control para la normalizacion del valor de expresion de dicha secuencia;
¢) uno o mas de los siguientes pares de cebadores y sondas correspondientes para revelar la secuencia de
dicho uno o mas genes:

cd133

cebador directo: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID NO:49)
cebador inverso: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51)

¢ myc:

cebador directo: GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52)
cebador inverso: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)
sonda: CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

nanog:

cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

oct 4:

cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO:59)
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)

tefll:

cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61) cebador inverso:
CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63)

zic 1:

cebador directo: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
cebador inverso: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)
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KLF5:
Cebador directo: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
Cebador inverso: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
Sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)
HMGAL:
Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)
Sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)
HMGB3:

cebador directo: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
cebador inverso: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

d) los siguientes cebadores y sonda para normalizar la expresion de la secuencia de dichos genes:

cebador directo: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81)
cebador inverso: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82)
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83)

En particular, los cebadores de control presentados en b) para normalizar la expresion de la secuencia pueden ser
los siguientes:

cebador directo: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TTG C (SEQ ID NO: 5)
cebador inverso: GGG CCA TGC TAATCT TCT CTG T (SEQ ID NO: 6)

Ademas, la invencidn se refiere a un kit de diagndstico in vitro, para evaluar el estadio histopatol6gico de tumor y la
presencia de las metastasis mediante la deteccién a través de ensayo TagMan, en una muestra biologica,
comprendiendo o consistiendo la expresion de la secuencia en la SEQ ID NO:1, y en uno o mas genes expresados
en las células madre de céncer seleccionadas entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5, HMGAL,
HMGBS3,

comprendiendo y consistiendo dicho kit de diagndstico en:

al) los siguientes cebadores y la sonda para la deteccidon de la expresion de dicha secuencia que
comprende o que consiste en la SEQ ID NO:1

cebador directo: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)

cebador inverso: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID NO:9);

b1l) uno o mas pares de los siguientes cebadores y as sondas correspondientes para la deteccion de la
expresion de dicho uno o més genes:

cd133
cebador directo: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID NO:49)
cebador inverso: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51)

c myc:
cebador directo: GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52)
cebador inverso: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)
sonda: CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

nanog:

cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
9
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cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

oct 4:
cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO:59)
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)
tefl1:
cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
cebador inverso: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63)
zic 1:
cebador directo: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
cebador inverso: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)
KLF5:
Cebador directo: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
Cebador inverso: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
Sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)
HMGAL:
Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)
Sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)
HMGB3:
cebador directo: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)

cebador inverso: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

c1) el siguiente par de cebadores y sondas para la normalizacién de la expresion de la secuencia de los
genes indicados anteriormente:

cebador directo: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81)
cebador inverso: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82)
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83)

[0021] Esta invencion se describird a modo de ilustracion, pero no de manera limitativa, por su forma preferida de
realizacién, con relacién a las figuras adjuntas en las que:

La Figura 1 muestra la funcién in vitro de miR199b-5b sobre la proliferacion y diferenciacion de células de
MB Daoy.

A) Analisis FACS representativo con yoduro de propidio que muestra una disminuciéon en los
porcentajes de células en estadio S y un aumento en GO-G1 para el clon estable 199bSC1. La
ausencia de sefiales de saliente con el pico de color rojo GO-G1 en los clones 199bSC1 y
199bMC1 excluye los procesos apoptéticos. B) Ensayos de proliferacion mediante sal de 3-4,5-
dimetiltiazol-2-il-5-3-carboximetoxifenil-2-4-sulfofenil-2H-tetrazolio (MTS), mostrando tasas de
proliferacion disminuidas del clon 199bSC1 estable (triangulos de color rojo) y el clon 199bMC1
(cruces de color verde), en comparacion con el clon estable con el vector vacio en solitario (rombo
de color azul). Este efecto de la sobreexpresion de miR-199b-5p se redujo mediante la transfeccion
de 2-OM (cuadrados de color rosa). Los datos mostrados son medias + DE de dos experimentos
independientes, cada uno realizado por triplicado. C) Expresion de ARNm de diferenciacion
representativa (por ejemplo, MASH1, MATH3 y NEUROGENINA 2) y los marcadores de
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proliferacién (por ejemplo, c-MYC, CICLINA D1) tras la sobreexpresién de miR-199b-5p, como se
revel6 por PCR en tiempo real, comparando los clones estables 199bSC1 y 199bMC1 con células
de tipo silvestre. D) El clon estable 199bSC1 para miR-199b-5p muestra la formacién de colonias
alteradas en ensayos de soft-agar. La grafica muestra colonias contadas como medias + DE de
tres experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado. E) La transferencia Western
representativa que usa los anticuerpos anti-c-Myc y anti-ciclina D1 muestra que estas dos
proteinas que se regularan en sentido descendente en el clon estable 199bSC1; véase también el
analisis densitométrico en el panel derecho. F) Igual que para E, que muestra las proteinas
GABRAG6 y MATH3 reguladas en sentido ascendente después de la expresion de miR-199b, lo que
sugiere la induccion de la diferenciacién. Se usaron anticuerpos anti-Laminina-f para normalizar la
expresion nuclear de las proteinas c-Myc y ciclina D1. Se usaron los anticuerpos anti-B-actina para
normalizar la expresion de las proteinas citoplasmicas GABRA6 y MATH3.

La Figura 2 muestra que la sobreexpresion de miR-199b-5p disminuye el compartimiento CD133+ de
células Daoy.

A-F) Los andlisis FACS representativos de los clones estables 199bSC1 (D) y 199bMC1 (F) mostraron una
disminucion en el porcentaje de células que eran positivas para el marcador de células madre CD133 (B);
A, Cy E son controles negativos (sin anticuerpos).

La Figura 3 muestra que los efectos de la sobreexpresion de miR-199b-5p se invierten mediante la
transfeccion de HES1.

A) Transferencia Western representativa y un analisis densitométrico que muestran que el rescate
de la expresion de HES1 por sobreexpresion del ADNc de HES1 en el clon estable 199bSC1
restaura la expresion de ciclina D1. B) Ensayo de proliferacion mediante sal de 3-4,5-dimetiltiazol-
2-il-5-3-carboximetoxifenil-2-4-sulfofenil-2H-tetrazolio (MTS) que muestra una mayor velocidad de
proliferacién del clon estable 199bSC1 con expresién de HES1 (cuadrados de color azul oscuro),
en comparacion con el clon estable 199bSC1 en solitario (rombos de color azul claro). Los datos
mostrados son medias + DE de dos experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado. C) Expresion de ARNm representativa de diferenciacion (por ejemplo, MASH1, MATH3 y
NEUROGENINA 2) y marcadores de proliferacion (por ejemplo, c-MYC, CICLINA D1) tras el
rescate celular con HES1 en el clon estable 199bSC1, comparando las células de tipo silvestre,
como se revela por PCR en tiempo real. La expresion de GABRA 6 y MAP2 esta regulada en
descenso en el experimento de rescate. D) El analisis FACS representativo del clon estable
199bSC1 que expresa HES1 muestra un aumento en la fraccion de células en estadio S, y una
disminucion en G1, con respecto al clon estable 199bSC1 en solitario. E-H) El efecto de la
expresion de miR-199b-5p en el SP de las células Daoy se invierte por la reexpresion de HES1. El
clon estable 199bSC1 se transfectd con ADNc de HES1 y un plasmido codificante de GFP,
después se traté después de 48 horas con Hoechst y verapamilo (E-F) o Hoechst en solitario (G-H)
y se analizé mediante FACS. Las células positivas para GFP (seleccién de poblaciones P5), panel
E y G, se analizaron para determinar la presencia de células que excluian el colorante (F-H,
seleccion de poblaciones P6). Las células negativas para GFP no transfectadas (seleccion de
poblaciones P3), no se analizaron.

La Figura 4 muestra la disminucién de la tumorigenicidad de las células Daoy que sobreexpresan miR-
199b-5p.

A) Experimento de xenoinjerto durante nueve semanas, tras la inyeccion s.c. de cinco ratones con
células Daoy de control (lado CTR) y células Daoy que sobreexpresan miR-199b-5p (lado 199b).
Con las células CTR, los tumores fueron detectables macroscépicamente en 5/5 ratones; con
células de sobreexpresion, en ratones 3/5. La diferencia de volumen tumoral total entre los lados
inyectados con CTR y 199b después de nueve semanas de crecimiento era estadisticamente
significativa, como se indica (media + DE). B) Emision de fotones del raton n.° 4 después de nueve
semanas de crecimiento tumoral. El lado 199b (199bLuc-1) tenia una emision de fotones
consistentemente inferior que el lado de control (Ctl-Luc-4). También se muestran las
comparaciones de las dimensiones tumorales. C) Cuando la emision de fotones (véase B) se
convirtié en el niumero de célula; uno de los cinco ratones no mostré6 que no habia diferencias
significativas (media + DE) (prueba t no emparejada de dos colas). D) Emisién de fotones de 3
ratones inyectados en el cuarto ventriculo con respectivamente: 199bLuc-1, Ctl-Luc-4 infectado
con AdV5 mock y Ctl-Luc-4 infectado con AdV5 de miR-199b-5p. E) Cerebro entero del animal y
sitio de inyeccién (flecha de color blanco). Tincién con hematoxilina/eosina del cerebelo; flecha de
color negro, sitio de inicio de la tumorigénesis. F) BLI de ratones inyectados como para D, después
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de un mes de crecimiento tumoral. Las diferencias entre los grupos son estadisticamente
significativas. G) BLI de dos ratones seleccionados que muestran el desarrollo de la carga tumoral
con Ctl-luc4-AdV5-Mock#7, y reduccién con Ctl-luc4-AdV5-199b#3 en el tiempo (0-8 semanas). H)
Tincién con hematoxilina-eosina del cerebelo de los animales AdV5-Mock#2 y AdV5-199b#3 10
semanas después de la inyeccion ortotépica, que muestra células tumorales que rodean la capa
granular externa y dentro del ventriculo IV (estrella de color blanco). En color azul, tincién DAPY,
junto con la deteccién de GFP. Ampliacién como se indica.

La Figura 5 muestra la formaciéon de imagen molecular de alta resolucion de células de MB xenoinjertado
inyectadas en el cerebelo.

Imagenes de fusion PET-CT de ratones AdV5-Mock#7 (A) y AdV5-199b#5 (B) a las 12 semanas de la
cirugia e inyeccion, con representacion del volumen tridimensional y visualizacién simultanea de areas de
captacion de FLT (azul-verde, flechas de color blanco). Es evidente un defecto éseo mas ancho en la
porcién occipito-parietal del craneo en el ratén AdV5-Mock#7. Abajo: Tabla de medidas (cm3) de la masa
tumoral experimentada con la adquisicion de PET-CT (como se describe en Material complementario).

La Figura 6 muestra los niveles de expresion de miR199b en cerebelo humano y en tumores, y la
correlacion con el pronéstico.

A) Diagrama de cajas de los niveles de expresién de miR-199b-5p en cerebelos humanos sanos
en los dos intervalos de edad indicados. MiR-199b-5p mostré mayor expresion en explantes de
controles més jovenes (prueba de Mann-Whitney, P = 0,006). B) Casos que expresan altamente
MiR-199b-5p son en su mayoria MO P = 0,001 (prueba de ji-cuadrado de Pearson). C)
Estimaciones de supervivencia de Kaplan-Meier comparando pacientes con niveles bajos frente a
altos (relativos a la media) de expresion de miR-199b-5p (45 pacientes con datos de seguimiento
disponibles). D) Expresion de MiR-199b-5p por PCR en tiempo real en un panel de cinco lineas
celulares de MB no tratadas o tratadas con 5-Aza-C (DAC-/+); la desmetilacion inducida por
transcripcion de miR-199b-5p en dos lineas celulares: med8a y uw228.

E) La interaccion entre miR-199b-5p y la ruta Notch.

Los pacientes MO y M+ muestran diferentes niveles de expresion de miR-199b-5p, que podrian impulsarse
por un mecanismo epigenético. Lado izquierdo: En condiciones de expresion de miR-199b-5p inducida (1),
los niveles de HES1 disminuyen, aliviando la inhibicion de los bHLH neurogénicos (2). Esto a su vez
promueve un programa neurogénico y una disminucioén en la proliferacion, células SP y CD133+ (3). Lado
derecho: En condiciones de baja expresién de miR-199b-5p, los niveles de HES1 son mayores (1),
reprimiendo los genes pro-neurales bHLH, con un consiguiente aumento de la proliferacion, SP y un
agrandamiento del compartimento de CD133+ (4).

La Figura 7 muestra la asociacion de la expresién de miR199b-5p con la supervivencia de los pacientes con
MB: el analisis de Kaplan-Meier muestra los pacientes con bajo nivel de miR199b-5p con respecto a
pacientes con niveles altos (percentil a 33° y 66°) de Mir-199b-5p (datos de seguimiento para 90/108
pacientes disponibles).

La Figura 8 muestra la asociacién de la expresién de miR199b-5p con la supervivencia de los pacientes con
MB: el analisis de Kaplan-Meier muestra los pacientes con bajo nivel de miR199b-5p con respecto a
pacientes con niveles altos (percentil a 33° y 66°) de Mir-199b-5p (datos de seguimiento para 90/108
pacientes disponibles).

Figura 9. A) Transferencias Western representativas de la transfeccion transitoria de células HEK293 con
construcciones de expresion para miR-199b-5p y miR-199a. La sobreexpresion de MiR-199b-5p redujo los
niveles de la proteina HES1 enddgena; por el contrario, miR-199a indujo un aumento en los niveles de
HES1 48 h después de la transfeccion. Derecha: Cuantificacion a través de analisis densitométricos. A)
Transferencia Western representativa a partir de la transfeccion transitoria de células D283 con
construccion de expresion para miR-199b-5p y usando un vector vacio. De nuevo, la sobreexpresion de
miR-199b-5p redujo los niveles de la proteina HES1 enddgena. Por debajo de una cuantificacion a través
de analisis densitométricos. C) Las células D283 y SH-SY5Y expresan niveles similares de miR-199b-5p y
miR-124a, sabiéndose que estos Ultimos se expresan preferiblemente en el sistema nervioso central. Por el
contrario, las células D283Med mostraron niveles considerablemente mas bajos de miR-199b-5p. Los datos
mostrados son medias + DE de dos experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado. D)
Perfiles de expresion representativos de MiR-199b-5p a través de un panel de tejidos humanos (Ambion);
se expres6 MiR-199b-5p en diferentes grados, con una expresion relativamente alta en el duodeno,
ganglios linfaticos, pulmén, musculo esquelético, ventriculo derecho (mas alto), rifién, corazon total y
tiroides.
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Efectos del MiR-199b-5p en la 3'UTR de su gen diana putativo, HES1.

E-F) Actividad de luciferasa de un vector indicador que contiene la 3'UTR de HESL1 de tipo silvestre y 3'UTR
de HES1 mutada en el sitio de uniéon a miR-199b, co-transfectada o no con un vector de expresion para
miR-199b-5p. La luciferasa de la actividad de 3'UTR de tipo silvestre se redujo en un 50 % con la expresion
de miR-199b-5p, mientras que el 2'-O-metil-oligoribonucleétido (2-OM; 400 nM) bloquea este efecto. No hay
ningun efecto con el miR-199b-5p junto con la 3'UTR de HES1 mutada en el sitio de unién. Se muestra un
experimento representativo donde los datos son medias + DE de tres réplicas en las lineas celulares
HEK293 y Daoy, respectivamente. G-l) Pre-miR-199 se cloné y se transfecté en las células Daoy, y se
evaluaron tres clones estables para la expresion de HES1 por gqRT PCR y transferencia Western. Hubo una
disminucion significativa en los niveles de proteina HES1, como se revelé usando un anticuerpo policlonal
anti-HES1; el descenso también se reveld por andlisis densitrométrico (G, panel derecho) H) Se transfect6
un 2'-O-metil-oligoribonucleoétido (2-OM) dirigido contra miR-199b-5p en el clon estable 199bSC1, con una
transferencia Western representativa y la cuantificacion por analisis densitométrico que muestra la
expresion de HES1 restaurada. Los datos de cuantificacion mostrados son medias + DE de dos
experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado.

Figura 10. Expresion de Mmu-miR-199b en cerebelo embrionario de raton y regulacion de otras dianas
potenciales por miR-199b-5p humano.

A) La expresion de ARNm in situ de Mmu-miR-199b es detectable en E14.5 y en el cerebelo de
ratdn recién nacido (p0). La tincién era difusa, y en todas las areas del cerebelo; la expresiéon
disminuyé de E14.5 a p0. Se us6 Mmu-miR-124a (un miRNA especifico del cerebro) como control.
Izquierda: ampliacion, 50X; Derecha: ampliacién, 200X. B) Cuantificacion de la disminucion en la
expresion de mmu-miR-199b durante el desarrollo del ratén y la diferenciacion del cerebelo. Los
niveles de expresion de miR-199b-5p maduro se dan en relacion con let-7A, con los datos
mostrados como medias + DE a partir de dos experimentos independientes, cada uno realizado
por triplicado. C) Transferencia Western representativa que muestra los niveles de proteina de
GSK3-B que se predice que es una diana, en el clon estable miR-199b-5p de mayor expresioén. Los
niveles de GSK3-B no se regularon en descenso, y en su lugar se aumentaron ligeramente, como
se desprende de la cuantificacion por el analisis densitométrico mostrad en el panel derecho,
donde los datos mostrados son medias + DE de dos experimentos independientes, cada uno
realizado por triplicado D) Se predice que MiR-199b-5p se une a otras UTR (véase la Tabla
complementaria S1). Cuando se examino la sobreexpresion de miR-199b-5p en células Daoy para
determinar la regulacion en descenso de la traduccion productiva de un gen indicador que portaba
las 3'UTR de longitud completa indicados, se observd que ninguna de ellas estaba afectada. Los
datos mostrados son medias + DE de dos experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado. E) Ensayos de motilidad celular comparando la linea celular 199bSC1 con la linea CTR
(control) de vector vacio de Daoy usando un sistema de camara Boyden (FBS al 0,5 % como
guimioatrayente). Las células de mayor motilidad se fijaron y se tifieron con hematoxilina y se
contaron bajo el microscopio. Los datos mostrados son medias + DE de dos experimentos
independientes, cada uno realizado por triplicado, e indican que no hay diferencias entre el control
(CTR) y la linea celular 199bSC1. F) Ensayo de proliferacion (MTS) de las células D283MED y
ONS76 que sobreexpresan miR-199b-5p después de transfecciones transitorias, como se indica.
Las células D283MED transfectadas con 199b-5p (rombos de color azul) muestran una reduccién
apreciable en la proliferacion celular, en comparacién con la transfeccion, de vector vacio de
control (triangulos de color verde). Las células ONS76 muestran una velocidad de proliferaciéon
mas alta que, sin embargo, no se ve afectada por el transfectante 199b-5p (comparar cruces de
color naranja de transfeccion de vector vacio con cuadrados de color purpura). Los datos
mostrados son medias + DE de dos experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado. G) El silenciamiento de la expresion endégena de miR-199b-5p a través de la
transfeccion de un oligoribonucleétido antisentido 2-O-metil (2-OM-a) conduce a un aumento de la
proliferacion de células Daoy, aliviando probablemente el control del miR-199b-5p enddgeno sobre
la 3'UTR de HES1. Los datos mostrados son medias + DE de dos experimentos independientes,
cada uno realizado por triplicado.

Figura 11. Andlisis de FACS para el papel de miR-199b-5p en la poblacién de células Daoy.

A, C, E) Disminucion de las células SP del clon estable Daoy 199bSC1, segun se determina por tinciéon con
Hoechst 33342. B, D, F) Adicién de verapamilo para forzar la incorporacion del colorante también en las
células SP. Las células Daoy mostraron una fraccion al 5,2 % de las células SP, mientras que los clones
estables 199bSC1 y 199bMC1 que sobreexpresan miR-199b-5p no muestran niveles significativos de
células SP (0,2 %, 0,4 %, respectivamente).

Figura 12. Creacion de células Daoy bioluminiscentes que sobreexpresan miR-199b-5p para estudios in
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Vivo.

El clon estable Daoy con el vector vacio (Ctl) y el clon estable Daoy que sobreexpresa miR-199b-5p (199b)
se transfectaron con un vector de expresién de luciferasa (Luc), generando, respectivamente, el clon Ctl-
Luc#4, y los clones 199bLuc-1 y 199b-Luc-3. Todos estos se evaluaron para determinar su expresion de
bioluminiscencia cuando al incubarse con el sustrato enzimatico, la luciferina. A) Emision de luz de
diluciones en serie de las células indicadas en una microplaca. La sefial de bioluminiscencia se adquirid
mediante un sistema de obtencién de imagenes IVIS 200 (Xenogen Corp. Alameda, CA). B) Correlacion
entre el nimero de células y la emision de fotones. Los clones 199b-Lucl y Ctl-Luc#4 se usaron para los
estudios in vivo, con los datos mostrados como medias + DE a partir de dos experimentos independientes.
C) Datos representativos de la expresion de miR-199b-5p en los clones de luciferasa, con respecto al clon
de luciferasa que porta el vector vacio. D) Andlisis de inmunotransferencia representativo que muestra la
expresion disminuida de HES1 en los clones 199b-Luc, en comparacion con el clon de vector vacio. E, F)
Tincion con hematoxilina y eosina de xenoinjertos obtenidos a partir del raton n.° 4: el lado inyectado con
control muestra el xenoinjerto que infiltra el tejido muscular, mientras que el lado inyectado con 199b no. G,
H) La nestina es un marcador de neuroblastos, y su expresion se correlaciona con un menor estado
diferenciado: el xenoinjerto del lado inyectado con 199b del raton n.° 4 muestra una disminucién en la
positividad de la Nestina. La tincién de Nestina se realiz6 mediante inmunohistoquimica con un anticuerpo
policlonal (Abcam). Ampliaciéon, 100X. I) Niveles de expresion génica representativos del transgén miR-
199b-5p en el explante tumoral del ratén n.° 5. Se perdi6 la sobreexpresion de miR-199b-5p. L, M, N)
Inmunohistoquimica con anticuerpos anti-HES1, anti-KI67, anti-Gabra6, anti-Nestina, anti-Math3 y tincion
con hematoxilina de los xenoinjertos del cerebelo de ratones AdV5-Mock y AdV5-199b. Se observa una
expresion significativa de las proteinas Hesl, Ki67, Nestina y Math3 en el tejido tumoral del cerebelo de
AdV5-Mock, mientras que se observa una expresién muy baja de Hesl, Ki67, Nestina y Math3 en las
células tumorales AdV5-199b en el cerebelo. Apenas se observan diferencias de expresion de Gabra6 entre
el tejido tumoral del cerebelo de AdV5-Mock y ratones AdV5-199b. Izquierda: ampliacion, 25X; Derecha:
ampliacion, 100X.

Figura 13. La sobreexpresion de miR199b endégena tras el tratamiento con DAPT induce la regulacién en
descenso de los genes implicados en las células madre embrionarias y células madre de cancer en la linea
celular Daoy.

A) Datos representativos de un experimento en el curso del tiempo del tratamiento con DAPT de
lineas celulares Daoy (6 h, 12 h, 24 h) con medios complementaos y reemplazados cada 4 h, y
pliegue de expresion de miR199b determinado usando deteccion cuantitativa en tiempo real, con
respecto al Tiempo 0. B) Transferencia Western representativa que muestra la regulacion
descendente de HES1 después de 12 h de induccion de DAPT en la linea celular Daoy. C) Niveles
de expresion génica relativos de CD133, c-Myc Oct4, KFL5, Nanog, TCF7L1, HMGA1, HMGB3,
ZIC1, MYBL2, TEADA4, ILF3 en la linea celular Daoy con y sin tratamiento con DAPT durante 12 h.
D) Expresion génica relativa de PDGFR-A, PDGFR-B y SPARC en la linea celular Daoy con y sin
tratamiento con DAPT durante 12 h. Los cebadores usados y sus valores DDct de expresion
relativa usando la deteccion cuantitativa de ADNc en tiempo real, se enumeran en la Tabla
complementaria S3.

Figura 14. Mir-199-b-5p interfiere con el potencial de injerto de células Daoy inyectadas en cerebelo de
raton.

A) Analisis de bioluminiscencia in vivo usando VIS 3D de ratén 199b-Lucl xenoinjertado con linea
celular Daoy Lucl que sobreexpresa miR-199b mediante analisis de clones estables. (véase el
raton n.° 3, véanse datos adicionales en la Figura 4F, texto principal). El ratdon se escaneé una vez
por semana durante un total de 8 semanas. B) Las mediciones de BLI (fotdon/s/cm-2) de ratones
portadores de células infectadas con ADV5-199b muestran reducciones a la semana 8. C)
Imagenes tomadas por IVIS Spectrum a 560 nm y 660 nm para generar la topografia del sujeto.
Los ratones xenoinjertados con Clt-Luc-4 AdV5-Mock se mostraron en un eje 3D (X, y, z), con la
extensién de la carga tumoral mostrada en comparacioén con un atlas de raton digital que permitid
la visualizacion del esqueleto tridimensional y los 6rganos en la reconstruccion tridimensional,
usando el software Living Images. D) Como se ha descrito anteriormente, se realizan analisis de
ratones xenoinjertados con Ctl-luc AdV5 199b. El video de las imagenes tridimensionales se
adjunta como archivos separados.

Figura 15 Mapa del vector adenovirico AdV5-CMV -Kpnl-NotlpA de 6217 pb con la secuencia SEQ ID NO:1.

Figura 16 Secuencia del vector AdV5-CMV-Kpnl-NotlpA 6217 pb (SEQ ID NO:2).
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Figura 17: A) Ensayo de proliferacion (MTS) de la linea celular de MB humano Daoy en 0, 24, 48y 72 h
después del tratamiento con SNALP de control (Daoy SNALP CTR) y con SNALP miR 199b-5p (Daoy
SNALP 199b); B) Expresién de miR 199b-5p por PCR en tiempo real en la linea celular de MB humano
Daoy después de 72 h del tratamiento con SNALP de control (Daoy SNALP CTR) y con el SNALP miR
199b-5p (Daoy SNALP 199b); C) Ensayo de apoptosis con Anexina V en la linea celular de MB humano
Daoy después de 72 h del tratamiento con el SNALP de control (Daoy SNALP CTR) y con el SNALP miR
199b-5p (Daoy SNALP 199b); D) Expresiéon de Hesl por transferencia western en la linea celular de MB
humano Daoy después de 72 h del tratamiento con SNALP de control (Daoy SNALP CTR) y con SNALP
miR 199b-5p (Daoy SNALP 199b).

Figura 18: A) Ensayo de proliferacion (MTS) en la linea celular de carcinoma de colon humano 0, 24,48 y 72
h después del tratamiento con el SNALP de control (HT29 SNALP CTR) y con el SNALP miR 199b-5p
(HT29 SNALP 199b); en el lado del andlisis de transferencia Western de Hes1 después del tratamiento con
el SNALP de control (HT29 SNALP CTR) y con el SNALP miR 199b-5p (HT29 SNALP 199b); B) Ensayo de
proliferacion (MTS) en el carcinoma de mama humano MDA-231T a 0, 24, 48 y 72 h después del
tratamiento con SNALP de control (MDA-231T SNALP CTR) y con el SNALP miR 199b-5p (MDA-231T
SNALP 199b). En el lado del andlisis de transferencia Western de Hesl1 después del tratamiento con el
control SNALP y con el SNALP miR 199b-5p

Figura 19: A) Ensayo de proliferacion (MTS) en la linea celular de carcinoma de colon humano 0, 24, 48 y
72 h después del tratamiento con el SNALP de control (4T1 SNALP CTR) y con el SNALP miR 199b-5p
(4T1 SNALP 199b); B) Expresién del miR 199b-5p por PCR en tiempo real en la linea celular de carcinoma
de mama murino 4T1 después del tratamiento con el SNALP de control (4T1 SNALP CTR) y con el SNALP
miR 199b-5p (4T1 SNALP 199b); C) Ensayo de la apoptosis con Anexina V en la linea celular de carcinoma
de mama murino 4T1 después de 72 h del tratamiento con el SNALP de control (4T1 SNALP CTR) y con el
SNALP miR 199b-5p (4T1 SNALP 199b); D) Andlisis de transferencia Western de Hesl después del
tratamiento con el SNALP de control y con el SNALP miR 199b-5p.

Figura 20: A) Correlacion de inversion de la expresion de miR 199b-5p y el gen HMGA1 (p = 0,046) por
PCR en tiempo real en 28 tejidos de carcinoma de mama mediante la prueba de Pearson. B) Expresién de
miR 199b-5p y de los genes c-myc y CD133 en 28 tejidos de carcinoma de mama por PCR en tiempo real.

Figura 21: A) Correlacion de inversién de la expresion de miR 199b-5p y el gen HMGAL (p = 0,08) por PCR
en tiempo real en 15 tejidos de carcinoma de colon mediante la prueba de Pearson. B) Expresién de miR
199b-5p y de los genes c-myc y CD133 en 15 tejidos de carcinoma de colon por PCR en tiempo real.

Ejemplo 1: Estudio de la funcién del miRNA 199b-5p en el cancer
MATERIAL Y METODOS
Divulgacion ética

[0022] Todos los animales se trataron conforme a las guias nacionales e internacionales. La aprobacion ética se
obtuvo de la "Istituzioni per la Cura degli Animali e comitato etico CEINGE" - Universita degli Studi di Napoli Federico
I, Protocolo n.° 13 - 08/01/2007, y por Ministero della Salute Italiano, Dipartimento Sanita Pubblica Veterinaria DL
116/92, confirmando que todos los experimentos son acordes a un bajo nivel.

Analisis de citometria de flujo.

[0023] El analisis de citometria de flujo de las fracciones de estadio S y la cinética del ciclo celular se realizaron
usando un FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA) usando el software CELL Quest version 3.3. Los estudios
de CD133 se realizaron usando el mismo instrumento, con anticuerpos de Miltenyi Biotec (Auburn, CA), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. En resumen, las células se bloquearon en el reactivo bloqueante del receptor Fc
y se incubaron con un anticuerpo anti-CD133/1 (AC133) -ficoeritrina (Miltenyi Biotec), durante 10 minutos en la
oscuridad a 4 °C. A continuacion, las células se lavaron y se suspendieron de nuevo en PBS. Las células que
expresan niveles mas altos de CD133 que los controles de inmunoglobulina G (IgG) se consideraron positivas. Para
los analisis de las poblaciones laterales, las células (106/ml) se incubaron con Hoechst 33342 (5 umol/l; Sigma)
durante 90 min a 37 °C en EMEM que contenia FBS al 2 %. Para asegurar la identificacion correcta de las células de
poblacion laterales, las células se incubaron como anteriormente con la adicion de verapamilo 50 M (Sigma).

Obtencidn de imagenes in vivo a través de clones de luciferasa Daoy estables

[0024] Se generaron clones de células Daoy estables transfectando un vector de expresion de luciferasa (el gen
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luciferasa de luciérnaga clonado en el vector plentiV5 Invitrogen) en el clon estable 199bSC1 o en el clon de vector
vacio de control. Después se mezclaron 100.000 células de 199b-Lucl y Ctl-Luc-4 viables con una solucion 1:1 de
PBS:matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA). Se anestesiaron ratones hembra atimicos de seis semanas de edad
usando avertina (Sigma) como una solucién al 3 % en alcohol terc-amilico (Fisher), a una dosis de 3 mg por 10 g de
peso corporal. A los ratones se les inyectd s.c. un volumen total de 0,1 ml de suspensién de células PBS de matrigel,
en cada costado. Los ratones se diagnosticaron por imagenes después de la implantacion de las células, con el
crecimiento tumoral controlado mediante adquisiciones semanales de bioluminiscencia (BLI) usando un sistema de
imagenes VIS 3D lllumina (Xenogen Corp. Alameda, CA). Para las adquisiciones, los ratones se anestesiaron con
isofluorano por i.p., se les inyectaron 100 pl de D-luciferina (15 mg/ml de stock) por 10 g de peso corporal, y se
formaron imagenes durante 30 s, 10 min después de la inyeccion de luciferina; se hicieron cuatro adquisiciones por
raton (ventral, dorsal y cada costado). Para cuantificar la bioluminiscencia, los flujos integrados de fotones (fotones
por s) dentro de cada area de interés se determinaron usando el paquete de software Living Images 3.0 (Xenogen-
Caliper). Los datos de emision desde el inicio del crecimiento del tumor se recogieron durante al menos 6 semanas,
y luego se normalizaron con respecto a la bioluminiscencia en el dia de la inyecciéon. Las mediciones de los
calibradores de los tamafios tumorales se realizaron semanalmente, a lo largo de los ejes largo y corto, y las
estimaciones de sus volumenes se hicieron usando la férmula: anchura2 x longitud x 0,52.

Preparacion de animales u obtencién de imagenes por PET/CT

[0025] Los ratones se mantuvieron en una jaula ventilada (26 °C) durante 1 h antes de los estudios por imagenes.
La anestesia se realizd6 con administracion intraperitoneal de una mezcla de ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10
mg/kg) (volumen de inyeccion, 100 pl/10 g). Se realizé un PET 1 h después de la administracion de 3'-desoxi-3'-
[18F]fluorotimidina ([18F] FLT), un marcador de proliferacion tumoral (50 ul, 7,4 MBq, tiempo de exploracion, 18
min), en una vena caudal lateral, usando un escaner PET para animales (GE Healthcare eXplore Vista, FWHM 1,6
mm). Se realizaron estudios de TC de alta resolucion (GE Healtcare eXplore Locus, resolucion espacial, 45 ym) a
las 24 h del PET.

Andlisis de datos

[0026] Se calcularon los valores de absorcion estandarizados (SUV) méximos (SUVmax) y medios (SUV) a partir
de los estudios PET (SUV = actividad tisular (MBg/cc)/[dosis inyectada (MBq)/peso corporal (g)]). Las imagenes de
PET/CT se procesaron posteriormente para obtener reconstrucciones multiplanares (MPR), proyecciones de maxima
intensidad (MIP), renderizado de volumen tridimensional e imagenes de fusion, usando Osirix 3.3 (sistema operativo
MAC OS 10.5). Se obtuvieron reconstrucciones tridimensionales adicionales utilizando MicroView (GE eXplore
Locus).

[0027] Los volimenes de lesién se calcularon a partir de datos de PET usando un software desarrollado
internamente (basado en IDL, ITT Vis Inc), resumiendo todos los voxels espacialmente conectados con SUV >
SUVméx al 50 %. Los perfiles de lesion definidos con estos procedimientos se utilizaron para la comparacion basada
en ROI entre AdV5-Mock y AdV5-199b.

[0028] Los resultados presentados en la Figura 5 (texto principal) mostraron una masa tumoral a nivel de un
amplio defecto craneal en el sitio del implante potencialmente debido a un alto nivel de tumorigénesis que ocurre
dentro del craneo y un alto nivel de degeneracién cartilaginosa-6sea con la correspondiente captacion de FLT en el
analisis por PET. En este analisis PET-CT, se confirmd la presencia del desarrollo de un tumor agrandado en el
cerebelo de los ratones control (AdV5-Mock#7), en comparacion con los ratones xenoinjertados con células de
sobreexpresion miR-199b-5p (AdV5-199p#5).

Cultivo celular estandar.

[0029] Se obtuvieron las lineas celulares Daoy humanas y de MB D283-MED de la Coleccibn Americana de
Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA) y se mantuvieron en medio esencial minimo de Eagle (EMEM; Sigma)
complementado con suero fetal bovino al 10 % (FBS), 10 U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina (Celbio
Pero, Milan, Italia). Las células HEK-293 y SH-5YSY se mantuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM, Sigma) complementado con FBS al 10 %, 10 U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina.

Transfeccion de células Daoy y ensayos de luciferasa

[0030] Para determinar la actividad de miR-199b-5p sobre la represion de las construcciones fusionadas de
luciferasa-3'UTR, la construccion pREYZO-miR-199b-5p y la construccién diana pRL-CMV-3'UTR se co-
transfectaron en células HEK293 en una relacion de 10:1, usando el reactivo Polyfect (Qiagen) junto con el vector
basico pGL3, en ausencia y presencia de 2-OM (400 nM). Las actividades de luciferasa se analizaron usando un
sistema de ensayo de indicador de luciferasa dual (Promega, Madison, WI).
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Tratamiento AZA

[0031] Se cultivaron cinco lineas celulares de MB (d283, Daoy, med8a, ons76, uw228) en DMEM complementado
con FBS al 10 % y antibiéticos. Tras alcanzar una confluencia del 85 %, el medio se marcé con 5-aza-desoxicitidina
(AZA) (Sigma) a una concentracion final de 5 yM. Durante 72 horas, el medio se reemplazé diariamente con medio
mejorado con AZA fresco. EI ARN se extrajo utilizando un protocolo de fenol (TRIzol)-cloroformo estandar.

Clonacién de vectores

[0032] Se clon6 pre-miR-199b en un vector modificado con pcDNA3 (pREYZO) (D'angelo et al., 2004) usando
sitios de restriccion EcoRI-Xhol. Los sitios de unién a diana HES1 y GSK-3B (3'UTR) se clonaron en tandem en la
3'UTR del vector pRL-citomegalovirus (CMV) (Promega, Madison, WI) aguas abajo de la regiéon codificante de
Renilla luciferasa (RL) en el sitio Xbal. La 3'UTR de HES1 (incluyendo el sitio de unién a 199b) se amplificé a partir
del ADN gendémico con los siguientes cebadores: HES1 3'UTR como
AAAATCTAGACAGTTCGAAGACATAAAAGCC y HES1 _3'UTR como AAAATCTAGAAACGCAGTGTCACCTTCC, y
se clono en el vector TK (Promega, Madison, WI) aguas abajo del gen de luciferasa de luciérnaga, en los sitios Xbal.
Se obtuvo ADNCc de longitud completa HES1 con un enfoque por RT-PCR estandar a partir de un ADNc de Daoy.

Mutagénesis dirigida a sitio

[0033] La mutagénesis de sitio dirigido del sitio de unién a miR-199b-5p en la 3'UTR de HES1 se gener6 de
acuerdo con el protocolo del fabricante del kit de mutagénesis de sitio dirigido QuikChange (Stratagene, La Jolla,
CA). Se utilizo el siguiente cebador para la mutagénesis (s6lo se da la secuencia de sentido, y los nucleétidos
mutados dentro de la secuencia de consenso estdn subrayados): HES1 3'UTR de sentido
AACAGGAACTTGAATATTTGTAGAGAAGAGGACTTT

Ensayo de miRNA TagMan
Reacciones de transcriptasa inversa

[0034] Las reacciones de la transcriptasa inversa (RT) contenian 40 ng de muestra de ARN, cebador RT tallo-
bucle 50 nM, 1 x tampén de RT (P/N: 4319981, Applied Biosystems), 0,25 mM cada uno de dNTP, 3,33 U/ml de
MultiScribe RT (P/N: 4319983, Applied Biosystems) y 0,25 U/ml de inhibidor de RNasa (P/N: N8080119; Applied
Biosystems). Las reacciones de 15 pl se incubaron en un termociclador Applied Biosystems 9700 durante 30 min a
16 °C, 30 min a 42 °C, 5 min a 85 °C y luego se mantuvieron a 4 °C.

PCR en tiempo real

[0035] El andlisis por PCR en tiempo real se realizé utilizando un protocolo de kit de PCR TagMan estandar en un
sistema de deteccion de secuencias Applied Biosystems 7900HT. La mezcla de PCR de 20 pl incluia 2 pl de
producto de RT, 10 yl de mezcla maestra de PCR Universal TagMan (Applied Biosystems), sonda TagMan 0,2 mM.
Las reacciones se incubaron en una placa de 96 pocillos a 95 °C durante 10 min, seguido por 60 ciclos de 95 °C
durante 15 sy 60 °C durante 1 min.

Aislamiento del ARN, preparacion de ADNc y PCR cuantitativa en tiempo real

[0036] Se extrajo ARN total de las lineas celulares utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen). La sintesis de ADNc de
ARN total (4 pg) se realiz6 utilizando un kit Super Script Il First Strand (Invitrogen). El analisis por PCR cuantitativa
en tiempo real se realizé utilizando protocolos estandar con un sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM
7900HT de Applied Biosystems. Para calcular la expresion génica relativa del precursor miR-199b-5p, las cantidades
relativas de cada pre-miRNA se normalizaron con respecto a miRNA de UG6; los otros genes se normalizaron
utilizando el gen B-actina. Los cebadores de PCR en tiempo real para cada gen se disefiaron utilizando el software
Primer Express version 2.0 (Applied Biosystems). Las secuencias de cebadores estan disponibles bajo peticion.

[0037] EI ID de Unigene y la secuenciacién de los cebadores para el andlisis del gen implicado en la biologia de
células madre de cancer con valores 2*-DCt se muestran en la tabla 1.
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Nombre del gen

c-Myc

Nanog

CD 133

Oct4

PDGFR -B

PDGFR -A

SPARC

ID Unigene

Hs.2024 53

Hs.6613 60

Hs.6147 34

Hs.2491 84

Hs.5090 67

Hs.7461 5

Hs.7085 58
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Cebador de sentido

ATGAGGAGACACCG
CCCAC (SEQ ID
NO:24)

GCAAATGTCTTCTG
CTGAGATGC(SEQ ID
NO:26)

CTATGTGGTACAGC
CGCGTG(SEQ ID
NO:22)

ACTGCAGCAGATCA
GCCACA(SEQ ID
NO:28)

AGGTTGCTGACGAG
GGCC(SEQ ID
NO:84)

TCAAGGCAGAAATA
GGCAGCA(SEQ ID
NO:86)

TTGCCTGGACTCTG
AGCTGA(SEQ ID
NO:88)

Tabla 1

Cebador antisentido

AACATCGATTTCTT
CCTCATCTTCTT(SE
Q ID NO:25)

GCTGTCCTGAATAA
GCAGATCCAT(SEQ
ID NO:27)

TAATCAATTTTGGA
TTCATATGCCTTC(
SEQ ID NO:23)

TGGCGCCGGTTAC
AGAAC(SEQ ID
NO:29)

GGTGTTGACTTCAT
TCAGGGTG(SEQ ID
NO:85)

TGGACGTCGATCA
GGTCCA (SEQID
NO:87)

GGGTGACCAGGAC
GTTCTTG(SEQ ID
NO:89)

Daoy + DMSO

0,0987097

0,0001832

0,0020653

0,0001200

0,0006059

0,0000003

0,3431687

Daoy + DAPT 12 h

0,0542671

0,0004488

0,0012368

0,0007941

0,0000606

0,0000015

0,0797725
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ILF3

MYBL2

TEAD4

TCF7L1

HMGA1

ZIC1

HMGB3

Hs.4658 85

Hs.1797 18

Hs.9486 5

Hs.5162 97

Hs.5188 05

Hs.5985 90

Hs.1911 4
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CCGACACGCCAAGT
GGTT(SEQ ID NO:90)

AGCAAGTGCAAGGT
CAAATGG(SEQ ID

NO:92)

TCGGACGAGGAGG
GCAAGATG(SEQ ID
NO:94)

CCGCGGGACTATTT
CGC(SEQ ID NO:30)

AAAAACAAGGGTGC
TGCCAA(SEQ ID
NO:36)

CAGTTCGCTGCGCA
AACA(SEQ ID NO:32)

ACACAAGACTTCA
GCCCGTTG(SEQ ID

NO:91) 0,0352218

GGCCCTCAGCTGC
TCGT(SEQ ID

0,0130289

NO:93)

GATGTAGCGGGCA
ATCAGCT(SEQ ID 0,0117936
NO:95)

AAAGAACGCGCTG
TCCTGAG(SEQ ID 0,0006742
NO:31)

CCTTCCTGGAGTT
GTGGTGGT(SEQ ID 0,7977002
NO:37)

GAGCCCTGCGAGG
AGGAT(SEQ ID 0,0283592
NO:33)

0,1946868

0,0425171

0,0039321

0,0051764

0,0001026

0,0048793

0,0002784

0,0055773
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TTTTCCAAGAAGTG TTTCTCTTTCCCGG
CTCTGAGAGG(SEQ ACATCG(SEQ ID
ID NO:38) NO:39)
GCATCCACTACTGC TGAGAAGACTTGG
KLF5 Hs.5082 34  GATTACCC(SEQID TATAAACTTTTGTG 0,0027895 0,0236774

NO:34)

C(SEQ ID NO:35)

Transferencia Western

[0038] Se cargaron treinta pug de lisados citosdlicos o nucleares en geles de poliacrilamida al 12 %, y se
transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, BioRad, Milan, Italia). Las membranas se incubaron
entonces con anti-HES1 (regalo del Dr. Tetsuo Sudo TORAY Industries, Tebiro Kamakura, Japdn), un anticuerpo
policlonal de conejo (1:500), un anticuerpo monoclonal anti-GSK3-B (B&D Bioscience) (1:2500), un anticuerpo
policlonal de conejo anti-c-Myc (1:200) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, Estados Unidos), un anticuerpo
anti-GABRAG6 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Estados Unidos) (1:200), un anticuerpo anti-MATH3 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Estados Unidos) (1:200) y un anticuerpo policlonal de conejo anti-ciclina D1 (1:200)
(sefializacién celular). Se utilizé un anticuerpo anti--actina (1:1.000) (Sigma) como control para la carga equivalente
de lisados citosdlicos y un anticuerpo anti-B-laminina policlonal (1:50) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
Estados Unidos) para la carga equivalente de lisados nucleares.

Ensayos soft-agar

[0039] Se sembraron células Daoy y el clon 199b estable en 1 ml de EMEM complementado con FBS al 2 %, que
contenia agarosa al 0,3 %. Los cultivos se mantuvieron durante dos semanas y se refrescaron con EMEM
complementado con FBS al 2 % dos veces por semana. Las colonias de mas de 100 um de diametro se contaron
bajo un microscopio compuesto DC500 Leica (Nussloch, Alemania).

Ensayo de proliferacion MTS

[0040] La proliferacion celular se determind usando el kit de ensayo de proliferacion celular no radioactivo
CellTiter96 AQueous (Promega Madison, W1I). Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos a una densidad de 1
x 10° células/pocillo en EMEM con o sin FBS. Después de 0, 24, 48 y 72 h, se afiadieron MTS ([3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio]) y PMS (metosulfato de fenazina) a cada pocillo y después
de 4 horas se midi6 la absorbancia de cada pocillo a 490 nm (DOugo) usando un contador multietiqueta Victor®
(Perkin Elmer). Cada condicion se realiz6 con cinco pocillos y cada experimento se repitié dos veces.

Inmunohistoquimica

[0041] EI desenmascaramiento se realizd en tampoén citrato 10 mM, pH 6, a 97 °C durante 45 min. El bloqueo se
realiz6 con un diluyente de anticuerpo con componentes reductores de fondo (Dako Cytomation) durante 30 minutos
a temperatura ambiente; se usaron los anticuerpos policlonales anti-HES1 (1:1000), anti-Nestina (1:1000), anti-
GABRAG6 (1:100), anti-MATH3 (1:100) durante una noche a 4 °C. Las sefiales se revelaron usando el kit LSAB
DAKO, durante 15 min (Biotina), y un kit LSAB DAKO, durante 15 min (Estreptavidina), a temperatura ambiente.

[0042] DAB era de DakoCytomation, y los portamuestras se montaron y se examinaron bajo un microscopio
compuesto DC500 Leica (Nussloch, Alemania).

Hibridacién in situ de acido nucleico bloqueado
[0043] Se fijaron portaobjetos secos de matrices cerebrales de embriones murinos o tisulares humanos mdltiples
en paraformaldehido al 4 % durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se lavaron dos veces durante 3 minutos

en 1 x PBS a temperatura ambiente. Durante las etapas de lavado, la solucion de acetilacion se prepar6 de nuevo,
gue contenia: Trietanolamina al 0,01 % y anhidrido acético 0,0025 mM en agua de dietilenopirocarbonato (DEPC).
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Los portaobjetos se pusieron luego en un vaso de precipitados de solucién de acetilacion y se agitaron suavemente
durante 10 min. Los portaobjetos se sometieron entonces a tratamiento con proteinasa K a 5 pg/ml en agua tratada
con DEPC, seguido de tres lavados durante 3 min en 1 x PBS a temperatura ambiente, y se hibridaron previamente
durante 6 h a temperatura ambiente con solucién de hibridacién. La hibridacién fue con 150 pl de hibridacion
desnaturalizante, con 1 pM de la sonda marcada con DIG de acido nucleico bloqueada (Exiqon, miRCURY). La
hibridacion se realizd a 60 °C durante una noche. Los portaobjetos se remojaron en 5 x SSC precalentado a 60 °C y
los cubreobjetos se retiraron cuidadosamente; los portaobjetos se incubaron a continuacion en 0,2 x SSC a 60 °C
durante 1 h, después se incubaron en Tris 0,1 M, pH 7,5, NaCl 0,15 M a temperatura ambiente durante 10 min. La
solucion sobrante se elimino y los portaobjetos se colocaron en una camara humidificada; se pusieron 500 pl de
solucion de bloqueo (FCS al 1 % en Tris 0,1 M, pH 7,5, NaCl 0,15 M) sobre los portaobjetos para una incubacion de
1 h a temperatura ambiente. El anticuerpo anti-DIG-fosfatasa alcalina se diluy6 1:2.000 en solucién de bloqueo y se
incubé a 4 °C durante una noche. Los portaobjetos se lavaron tres veces en Tris 0,1 M, pH 7,5, NaCl 0,15 M y luego
se equilibraron en Tris 0,1 M, pH 9,5, NaCl 0,1 M, MgCl 50 mM. Los portaobjetos se tifieron con BCIP/NTB (Sigma),
se deshidrataron y se montaron; las imagenes se adquieren bajo un microscopio compuesto DC500 Leica
(Nussloch, Alemania).

Tratamiento DAPT de la linea celular Daoy

[0044] La linea celular Daoy humana se obtuvo de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas,
VA) y se mantuvo en EMEM (Sigma Aldrich, Milan, Italia) complementado con suero fetal bovino al 10 % (FBS)
(Celbio Pero, Milan, ltalia), 10 U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina (Celbio Pero, Milan, Italia). Las
células HEK-293 y SH-5YSY se mantuvieron en DMEM (Sigma) complementado con FBS al 10 % (Celbio), 10 U/ml
de penicilina'y 0,1 mg/ml de estreptomicina (Celbio).

[0045] Se realiz6 un tratamiento con éster t-butilico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-1-alanil]-S-fenilglicina (DAPT
(Sigma-Aldrich) de las células Daoy como se indica a continuacion: las células se pusieron y se dejaron crecer
durante una noche en medio que contenia FBS al 10 %. A la mafiana siguiente, el medio se reemplaz6 con medio
que contenia DAPT 10 uM y se reemplazé cada 4 h con este medio. Los ensayos de expresién se realizaron
después de 0, 6, 12, 24 h de tratamiento de MiR199b, usando experimentos de control que incluian el volumen
correspondiente de DMSO como vehiculo.

Ensayo de motilidad celular in vitro

[0046] Se usaron linea de células DAQY de control y el clon estable DAOY-199bSC1 en los ensayos de "motilidad
celular". Los ensayos de migracion celular se realizaron con transpocillos de un tamafio de poro de 8 ym (Costar).
Las células se suspendieron mediante tripsinizacion, se lavaron y se suspendieron de nuevo en 100 yl de DMEM
libre de suero que contenia BSA al 0,1 % (5 x 10* células) y se colocaron en la camara superior de los transpocillos.
La camara inferior se llend con 600 pyl de DMEM libre de suero complementado con FBS al 0,5, como el
quimioatrayente. Las células se dejaron migrar durante 1 h a 37 °C. Las células que migraron hacia el lado inferior
de la membrana de policarbonato se fijaron con glutaraldehido al 2,5 % y se tifieron con una solucion de
hematoxilina (Sigma). Las células se contaron, y el analisis se realizd en tres transpocillos para cada condicion, y
cada experimento se repitié dos veces.

Muestras de pacientes

[0047] Se recogieron un total de 61 casos de MB de tres centros diferentes: 12 muestras de MB quirdrgico
procedian del Department of Neurosurgery, Santobono Hospital, Napoles, Italia; 18 eran del Institute Curie, Paris,
Francia; y 31 eran de The Hospital for Sick Children, Toronto, Canada. Las caracteristicas de los pacientes se dan
en la Tabla 2. El consentimiento informado se obtuvo antes del analisis de las muestras tumorales. Todos los
especimenes se obtuvieron en el momento del diagnostico, antes de la radiacion o quimioterapia, y 29 fueron
sometidos a revision histopatoldgica de acuerdo con los criterios de la OMS [14], la informacion de estado M estaba
disponible para todos los pacientes. Los tejidos humanos de control se obtuvieron del NICHD Brain and Tissue Bank
for Developmental Disorders de la University of Maryland, Baltimore, Maryland. EI ARN total se extrajo usando el
reactivo Trizol (Invitrogen), como se ha descrito anteriormente para las lineas celulares, y se analizé para los niveles
de expresion miR-199b-5p mediante el ensayo de MicroRNA TagMan. Los niveles de expresion de miR-199b-5p se
dividieron en dos grupos (bajo y alto), de acuerdo con la media, y se compararon entre los grupos metastasicos y no
metastasicos usando la prueba de ji-cuadrado de Pearson. Los analisis de supervivencia se obtuvieron a través del
software SPSS, utilizando una prueba de rango logaritmico para determinar la significancia. La significancia
estadistica se estableci6 a un valor de P de 0,05.
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Tabla 2
Pacientes d'?:;:(g;is:) Seguimiento *Ultimo Estadio M Histologia rsl);‘:irve;llainr-
(meses) (meses) estado (Cambio) 199b-5p (U6) 2"-
ACt

MB102 108 32,8 muerte M3 clasica 0,0009956 1
MB108 96 19,5 CR1 MO desmoplasica 0,0900122 7
MB106 50 4 muerte MO clasica 0,0106137 42
MB111 9 72,2 CR1 MO desmoplasica 0,1201385 83
MB114 21 74,6 CR1 MO desmoplasica 0,0003837 71
MB119 93 32,8 CR1 M1 clasica 0,003199194
MB120 108 27,5 CR1 MO clasica 0,218701701
MB123 37 13,6 muerte M3 clasica 0,006959284
MB126 13 74,8 CR2 MO clasica 0,067296233
MB128 78 31,7 CR1 MO desmoplasica 0,076875702
MB133 158 87 CR1 MO clasica 0,025786457
MB137 93 84 CR1 MO clasica 0,019919437
MB79 36 141 muerte mig‘;g‘sjt'g;na 0,194622694
MB80 96 43,1 CR1 M2 desmoplasica 0,000152879
MB8la 109 14 muerte MO ;rz'r‘]’éiz 0,019211033
MB95 41 32,1 CR1 MO clasica 0,002433079
MB96 44 42 muerte MO clasica 0,004037267
MB99 99 21,9 muerte MO clasica 0,015258058
N1 69 49 CR1 M2 clasica 0,005729706
N2 90 20 CR1 MO clasica 0,206256346
N3 26 34 CR1 MO desmoplasica 1,770829272
N4 124 14 CR1 MO clasica 0,014508728
N5 64 36 PR MO clasica 0,386116248
NG 35 1 muerte M3 ;Z'r‘]’(;aess 0,007290413
N7 76 22 CR1 MO clasica 0,009490309
N8 169 26 CR1 MO clasica 0,066566636
N9 128 10 CR1 MO clasica 0,379446328
N10 29 20 PD MO clasica 0,032431549
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N11 140 34 CR1 MO clasica 0,097916916
N12 34 19 PD MO desmoplasica 0,034231549
MDT-MB-1 25 6 muerte M+(1-2-3) 1,574119241
MDT-MB-2 M+(1-2-3) 0,012369684
MDT-MB-3 MO 0,408535751
MDT-MB-4 MO 0,014345797
MDT-MB-5 M+(1-2-3) 0,117424185
MDT-MB-6 27 33 muerte MO desmoplasica 1,924140125
MDT-MB-7 88 14 muerte MO anaplasica 0,369604567
MDT-MB-8 124 39 Vivo MO anaplasica 0,499210685
MDT-MB-9 39 95 vivo MO 0,085790892
MD;\"B' 60 78 vivo MO 0,019155739
MDT-MB- MO 1,875853287
46
MD;)MB' M+(1-2-3) 0,043612817
MDT-MB- MO 0,07458206
71
MDT-MB- 32 34 vivo MO 0,645850534
100
M 26 33 vivo M+(1-2-3)  anaplasica  0,020193158
MDT-MB- 65 33 Vivo MO 0,130267521
103
MDlTl'g"B' 109 32 vivo M+(1-2-3)  anaplasica 1,776616235
MDT-MB-
124 MO 0,902823686
MDT-MB- M+(1-2-3) 0,277894072
131
MDT-MB-
154 M+(1-2-3) 0,03848591
MDT- MB-
174 M+(1-2-3) 0,016130305
MDT-MB-
175 MO 0,821566771
MDlT#B' M+(1-2-3) 0,004737906
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MDT-MB-
193

MDT-MB-
194

MDT-MB-
201

MDT-MB-
207

MDT-MB-
220

MDT-MB-
222

MDT-MB-
223

MDT-MB-
224

2M2
2M16

4M1
4M10
4M11
4M12
4M13
4M15
4M16
4M17

4M18

4M19
4M2

4M20

4M21

4M22

4M23

4M26

61

69

72

131

167

10

14

10

11

10

110

20

20

20

13

26
72

58
14
14
18
24

22

62
12
26

31

27

17

12

Vivo

vivo

Vivo

vivo

muerte

CR1
vivo
muerte
vivo
0
0
0
CR1
Vivo

vivo

vivo

vivo
vivo

vivo

vivo

vivo

Muerte debido
ala
enfermedad

vivo

M+(1-2-3)

M+(1-2-3)

MO

MO

MO

M+(1-2-3)

MO

MO

MO
MO
MO
M1
M3
MO
MO
M1
MO
M3

MO

M3
MO

M1
M3

M3

M2

MO

anaplasica

Clasica
Clasica
Clasica
Clasica
Clasica
Clasica
Clasica
Clasica
Clasica
Clasica

Células
grandes

Clasica
Clasica
Clasica
Células
grandes
clasica

clasica

clasica

0,142617576

0,484220261

0,053878318

0,025498266

1,119673662

0,050742316

0,374030612

1,02682E-10

0,007714069
0,001090312
0,022951675
0,000362543
0,012582419
0,003358695
0,280568718
0,066604933
0,004022173

0,182681185

0,245240791

0,072460116
0,055299918

0,001948092

0,043166742

0,001217318

0,034755336

0,066137644
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4M27 8 36 Vivo M2 clasica 0,052555486
4M28 16 49 CR1 MO clasica 0,017134081
4M3 9 24 Vivo M3 clasica 0,173909476
4M30 6 14 vivo MO clasica 0,000593161
4M31 6 50 vivo MO clasica 0,199915108
4M32 3 48 vivo MO clasica 0,203934051
4M33 1 36 vivo MO clasica 0,080160885
4M35 6 36 Vivo MO clasica 0,020431867
4M36 2 36 vivo M3 clasica 0,102537563
4M37 3 48 vivo M1 clasica 0,01621208
Muerte debido
4M38 8 15 ala M2 clasica 0,000346883
enfermedad
4M39 7 18 Vvivo MO clasica 0,014986991
4M4 7 60 vivo MO clasica 0,161266704
4M40 10 36 Vvivo MO clasica 0,001348005
4M41 12 36 Vvivo MO clasica 0,057124436
4M42 6 18 vivo MO clasica 0,032851388
4M43 14 16 Vivo M3 clasica 0,033246248
4Ma4 8 22 vivo M3 ;z'r:’(;aez 0,228057449
4M48 11 12 Vivo M3 clasica 0,014309066
4M49 6 20 CR1 M3 clasica 0,007560172
4M5 7 18 vivo MO clasica 0,003118728
4M50 6 41 vivo MO clasica 0,131638757
4M55 12 36 vivo MO clasica 0,011346624
Muerte debido Células
4M58 3 15 ala M3 grandes 0,003100982
enfermedad
4M6 10 26 vivo MO clasica 0,017322564
4M7 4 20 Vivo M1 clasica 0,008736515
4M8 8 12 Vivo MO clasica 1,065853534
4M9 8 26 Vivo MO clasica 0,007555274
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Continuacion tabla 2

Cédigo de los pacientes Edad al morir (meses) Mir-199-5p U6 2"-DCt

Grupo 1-2 afios

1210 0,2 0,028323341
1157 0,02 0,091384778
1102 0,39 0,010811309
779 0,005 0,009558291
814 1,41 0,031308608

Grupo 13-16 afios

1297 15,81 0,001938772
1158 16,63 0,001053237
1065 15,29 0,002201934
1024 14,6 0,000768088
931 13,12 0,003939267
142 16,73 0,000206487

Construccién de adenovirus

[0048] La secuencia de miR199b era 5'-Xhol, 3'-Hindl Il dirigida clonada en el vector lanzadera VQ Ad5CMV K-
NpA, suministrado por ViraQuest Inc., Innovative Adenovirus Technologies and Reagents, que proporciond su
recombinacién y la construccién de adenovirus 199b (véase la figura 16 que mostraba la secuencia vectorial SEQ ID
NO: 2 y la figura 15 que mostraba el vector con la secuencia SEQ ID NO: 1). También suministraron el virus E3
Luciferasa de la estructura de control, generado a partir de un plasmido VQ Ad5CMVeGFP.

Infeccién adenovirica

[0049] La infeccidn con virus recombinantes se realizé exponiendo las células a adenovirus en 500 pl de medio de
cultivo celular completo durante 1 h, seguido de la adicion de otro medio. Se usé la expresién de GFP por el
adenovirus (AdV MOCK y AdV 199b) como un control al determinar la eficiencia de transfeccion.

Heterotrasplante en el ventriculo derecho del cerebelo de ratones SCID

[0050] Para establecer modelos de xenoinjerto intracerebelar, se anestesiaron ratones SCID de 6 a 8 semanas de
edad con Tribromoetanol (Avertin®) (50 mg/kg); después de esto, se realiz6 una pequefia incision cutanea (1 mm)y
se cre6 un orificio de trépano (0,7 mm de diametro) con un taladro microquirdrgico (Fine Science Tools, Foster City,
CA). Se suspendieron células Daoy Luc infectadas con adenovirus mock, adenovirus 199b y clones estables 199b
LUC1 (105) en 5 pl de PBS y se inyectaron lentamente a través del orificio de trépano en el hemisferio cerebelar
derecho (coordenadas estereotacticas de bregma anteroposterior 5,5 mm; lateral derecho 2,1 mm; dorsoventral 5,0
mm) usando una aguja de jeringa Hamilton Gastight 1701 de calibre 26, 10-AL que se insertd perpendicular a la
superficie craneal. Los animales se controlaron semanalmente por bioluminiscencia para evaluar el crecimiento
tumoral durante 8 semanas.

Adquisicion tridimensional

[0051] Espectro IVIS: este sistema adquiere una imagen fotogréafica y una imagen luminosa estructurada, y dos o
més imagenes bioluminiscentes a diferentes longitudes de onda (560 a 660 nm), y genera la topografia superficial
(malla) del sujeto. Al modificar los parametros especificos del algoritmo DLIT modificables por el usuario (por
ejemplo, longitudes de onda de andlisis, espectro de la fuente y propiedades tisulares), podemos reconstruir la
posicion, la geometria y la intensidad de las fuentes luminiscentes en el sujeto. El software Living Image®
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proporciona atlas digitales de ratdn que permiten la visualizacién de un esqueleto tridimensional y érganos en la
reconstruccion tridimensional.

PET y SPECT-CT de los animales

[0052] A continuacion, los ratones se anestesiaron con isofluorano al 2,5 % y se mantuvieron bajo anestesia con
isofluorano al 1 % a lo largo de todos los procedimientos de obtencion de imagenes. La obtencion de imagenes por
PET con [*®F]FDG vy [*®F]Fluoruro se utilizé para examinar los cambios metabélicos y esqueléticos inducidos por
células tumorales, respectivamente. Las imagenes se adquirieron con tres posiciones de cama (10 min por posiciéon
de cama, durante un total de 30 min) y una resolucién axial de 1,2 mm, utilizando un sistema PET-CT para animales
pequefio Explorer-Vista (GE Healthcare).

RESULTADOS
Hsa-miR-199b-5p silencia la expresion de HES1 a través de la unién a 3'UTR.

[0053] Este andlisis in silico de la base de datos de dianas mirBase [27] se dirigi6 a la identificacion de miRNA
potencialmente dirigidos a HES1, un efector de la ruta Notch, un mecanismo fundamental en la regulacion de la
proliferacion de células de MB. MiR-199b-5p y miR-199a-5p fueron los mejores miRNA de puntuacion, y se predijo
que se unen a la 3'UTR de bHLH HES1 humano. Se centré el enfoque en miR-199b-5p debido a su capacidad para
disminuir la expresion de HES1 en la sobreexpresion transitoria, en comparacién con miR-199a-5p (Figura 9A, B).
MiR-199b-5p se pierde en los tumores de pulmén [28] y se ha correlacionado con una regidon genémica suprimido en
el cancer de vejiga [29]. MiR-199a* (también conocido como miR-199a-5p, y con una secuencia idéntica a miR-
199b-5p) también se reduce en el carcinoma hepatocelular [30-32]. El andlisis de la expresion de miR-199b-5p en
dos lineas celulares de MB, tejido adulto humano y cerebelo de ratén, se muestra en las Figuras 9C, D y 10A, B.

[0054] Para determinar si HES1 es una diana de miR-199b-5p, se cloné la 3'UTR de HES1 aguas abajo de un
vector del gen indicador de luciferasa; pre-miR-199b-5p también se clon6 en un vector de expresion de mamifero.
Las células HEK-293 se transfectaron entonces con la actividad de luciferasa relativa que mostraba mostrando que
la co-transfeccion de miR-199b-5p disminuyd la actividad del gen indicador, indicando de este modo la unién con la
3'UTR y la desestabilizacion de la traducciéon productiva del ARNm de la luciferasa (Figura 9, 9E). Como controles,
3'UTR de HES1 mutado en el sitio de union a miR-199b-5p no se vio afectada por miR-199b-5p (Figura 9, 9E), y
cuando se co-transfecté un oligoribonucledtido 2-O'-metilo (2-OM) complementario al miR-199b-5p maduro,
contrarresto los efectos de la transfeccion de miR-199b-5p, restaurando la actividad indicadora (Figura 9, 9E). Se
obtuvieron resultados similares en las células de MB Daoy (Figura 9, Figura 9F).

[0055] Para determinar el papel de miR-199b-5p en la biologia de células de MB, la construccién de expresién de
miR-199b-5p se transfectd en células Daoy, y se seleccionaron varios clones estables que sobreexpresaban miR-
199b-5p. La sobreexpresion se confirmé por PCR en tiempo real (Figura 9, 9G). Tres clones demostraron niveles de
proteina HES1 reducidos, uno de los cuales (199bSC1) no mostr6 HES1 detectable. Los clones 199bSC1 y
199bMC1 se seleccionaron para investigacion adicional (Figura 9, 9H). Estos efectos de miR-199b-5p en la
expresion de la proteina HES1 no se limitaron a los clones estables o las células Daoy, ya que las células D283MED
transfectadas transitoriamente con la construccion de expresion para miR-199b-5p también mostraron niveles
reducidos de HES1 (Figura 9, 9B).

[0056] Para reforzar estos hallazgos, el clon 199bSC1 se transfect6 con 2-OM antisentido con respecto a miR-
199b-5p y se us6 como control negativo (Figura 9, 9l). Aqui, los niveles de HES1 niveles se restauraron, lo que
sugiere que 2-OM bloquea la represion de HES1 por miR-199b-5p, proporcionando una mayor confirmacién de que
miR-199b-5p se dirige a HES1 directamente. Otras dianas potenciales de miR-199b-5p también se investigaron de
esta manera (Figura 9, Figura 10C, D).

La sobreexpresion de miR-199b-5p reduce la proliferacién celular y altera el potencial clonogénico de las
lineas celulares de MB.

[0057] Los clones 199bSC1 y 199bMC1 tenian velocidades de proliferacién reducidas en condiciones de cultivo
estandar, al compararse con el clon de control. Por lo tanto, se buscaron potenciales alteraciones del ciclo celular en
estos clones. El andlisis FACS en el clon 199bSC1 mostré una disminucion del 31 % en las fracciones en estadio S,
y un aumento de las células en G0-G1 del 15 %, en comparacién con el clon del vector vacio (Figura 1A). Esto
sugirié que la salida del ciclo celular tiene un papel en la velocidad de proliferacion reducida del clon 199bSC1 de
células Daoy. Por el contrario, el clon 199bMC1 no mostré6 cambios significativos en su ciclo celular. Se cree que
estos hallazgos se deben a una menor eficiencia general de 199bMC1 para reducir los niveles de proteina HES1.
Estos fenotipos del ciclo celular se tradujeron en velocidades de proliferacion disminuidas in vitro, segun se evalla
mediante ensayos de proliferacién in vitro comparando los clones 199bSC1 y 199bMC1 con un clon de vector vacio
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y un transfectante transitorio para 2-OM disefiado contra miR-199b-5p (Figura 1B). Tanto el clon 199bMC1 como el
clon 1999SC1 mostraron velocidades de proliferacién notablemente reducidas. La transfeccion de este 2-OM
antisentido indujo un aumento marcado en la proliferacion del clon estable 199bSC1, de acuerdo con los niveles de
expresion restaurados de HES1. Estos resultados sobre la proliferacion de células Daoy se confirmaron también con
las células D283 y ONS76 (Figura 10F). También se confirmaron los efectos de 2-OM especifico de miR-199b en
células Daoy de tipo silvestre, donde actlia potencialmente sobre el miR-199b enddgeno (Figura 10G).

[0058] Los efectos de la induccion de miR-199b-5p se evaluaron en marcadores moleculares de proliferaciéon y
diferenciacion mediante un enfoque en tiempo real. Como se ilustra en la Figura 1C, MAP2, que se expresa en su
mayor parte en las neuronas maduras [33], se reguld por aumento en los clones estables 199bSC1 y 199bMC1. De
forma similar, se ha indicado que las células Daoy expresan GFAP después de la diferenciacion con el fenilbutirato
[34], y en el clon estable 199bSC1, los niveles de GFAP se aumentaron. En general, la imagen de la expresion
génica en esta linea celular estable que sobreexpresa miR-199b-5p es acorde con el fenotipo que se ha visto en el
cerebro del ratén Hesl-/- [23]. Entre los otros genes, GABRAG6, un marcador de la diferenciacion de células
granulares cerebelosas, también se sobreexpreso significativamente en los clones estables (Figura 1C).

[0059] Una cascada afinada de factores de transcripcién de bHLH positivos y negativos es fundamental para la
neurogénesis, con genes tales como MASH1, MATH3 y NGN2 que inducen la neurogénesis, y los ratones mutantes
de HES1 que muestran una regulacion ascendente de estos bHLH de tipo activador [35]. Ambos clones estables
miR-199b-5p mostraron aumentos en la expresion de bHLH pro-neural. De acuerdo con su reduccion en la velocidad
de proliferacion, los marcadores de proliferacion c-Myc y ciclina D1 se disminuyeron. De los dos clones analizados,
199bSC mostré el fenotipo més consistente; se explican estos resultados por el silenciamiento de HES1 mas
eficiente en este clon.

[0060] Dado que el clon 199bSC1 estable de miR-199b-5p mostrd un fenotipo mas fuerte y mas consistente, se
examin6 después en un ensayo clonogénico estandar, para determinar si el crecimiento independiente del anclaje
estaba afectado por miR-199b-5p. En este caso, hubo una reduccion del 80 % en el potencial de formacion de
colonias, en comparacion con el clon de vector vacio (Figura 1D). De acuerdo con esta reduccion en la velocidad de
proliferacion, los marcadores de proliferacion c-Myc y ciclina D1 se disminuyeron (Figura 1E). Se ha confirmado
también a nivel de proteina que GABRAG6 y MATH3 se regularon en aumento en el clon 199bSC1 (Figura 1 F); se
sabe que éste Ultimo se reprime directamente por HES1 [35].

El MiR-199b-5p agota el compartimiento de poblacidn lateral en la linea celular Daoy y regula negativamente
las poblaciones de células madre tumorales de MB.

[0061] La ruta Notch se ha unido a la fraccién de las células tumorales de MB que albergan los marcadores de
células madre precursoras [36], y HES1 tiene una funciéon en la auto-renovacion de las células progenitoras
multipotentes [23]. Esta poblacién lateral (SP) de las células tumorales tiene una funcion en el injerto de un tumor en
modelos animales [37]. Por lo tanto, se examind la influencia de miR-199b-5p en la poblacién de células tumorales
gue excluyen el colorante Hoechst 33342, una estrategia para identificar estas células SP. Esto se determiné por
citometria de flujo en la linea celular Daoy, cuya SP representa hasta el 4,9 % de las células, en comparacion con
las células tratadas con verapamilo (el control negativo) (Figura 11A, B). Este tratamiento con verapamilo se basé en
la inhibicién de verapamilo de las bombas i6nicas responsables de la exclusiéon del colorante Hoechst 33342,
permitiendo de este modo que se vean las células SP [38]. La tincidn de las células 199bSC1 y 199bMC1 indico que
se sometié a ablacién a la SP, ya que no habia diferencias significativas entre la muestra tratada con Hoechst y las
muestras de Hoechst mas verapamilo (Figura 11C-F).

[0062] También se sabe que las células madre tumorales del sistema nervioso central expresan el antigeno
CD133, y que estas células son Gnicamente capaces de formar tumores en ratones NOD-SCID [18,39]. Ademas, la
ruta Notch tiene una funcion esencial en el proceso de auto-renovacion, conduciendo su inhibicién al agotamiento de
células Daoy positivas para CD133 (CD133+) a través de la induccion de la apoptosis de las células de tipo
progenitor [36]. Recientemente se demostré que las células Daoy CD133+ promueven el crecimiento tumoral en el
costado de los ratones sin pelo, mientras que las células CD133 no [40]. Por estas razones, se evalud la positividad
para CD133 de las células Daoy en comparacion con los clones estables 199bSC1 y 199bMC1 (Figura 2). En este
caso, las células de tipo silvestre fueron el 14,8 % de CD133+, mientras que en los clones estables 199bSC1 y
199bMC1 esto se redujo al 2,4 % y al 6,5 % de CD133+, respectivamente (Figura 2C-F). Por lo tanto, esto demostro
una funcién para miR-199b-5p en la regulacion negativa de esta fraccion de células iniciadoras de tumor.

La sobreexpresion de HES1 rescata el fenotipo del clon miR-199b-5p.

[0063] Para confirmar que el fenotipo celular esta directamente correlacionado con la regulacién descendente de
HES1, se realizaron experimentos de rescate celular in vitro. Se escogio rescatar el fenotipo mas consistente,
demostrado por el clon estable 199bSC1. Cuando se clon6 el ADNc de HES1 de longitud completa y se transfectd
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en el clon estable 199bSC1 de células Daoy, se restableci6 la expresion de HES1, segin se evalué por
inmunotransferencia (Figura 3A). También se observo la re-expresion de ciclina D1, que se regulo por descenso en
el clon estable 199bSC1. La expresion de HES1 restaurada también invirtié los efectos de miR-199b-5p sobre la
proliferacion celular (Figura 3B). Al mismo tiempo, la transfeccion de ADNc de HES1 en el clon 199bSC1 disminuy6
la induccion de bHLH pro-neurales y marcadores de diferenciacion, y aumenté los niveles de genes de proliferacién
(Figura 3C). Ademas, la transfeccion transitoria de ADNc de HES1 en el clon estable 199bSC1 condujo a un
aumento en el porcentaje de células en estadio S, y una eliminacién del bloque en la fase GO-G1 (Figura 3D). Esto
era opuesto a los efectos observados en el clon estable 199bSC1 que sobreexpresé miR-199b-5p (véase la Figura
1C y la Figura 3C). También se evaluaron los efectos de la expresion restaurada de HES1 en la SP del clon estable
199bSC1. Cuando se evaluaron las células transfectadas con HES1 (positivas para GFP) para determinar su
capacidad para excluir el colorante Hoechst, mostraron un aumento minimo en la SP, de hasta el 1,3 %. Aunque
superior a la medida para los clones estables 199b (Figura 3E-H), todavia estaba por debajo del nivel de células SP
para las células de tipo silvestre (Figura 11). Esto es probablemente debido al corto tiempo de re-expresion de HES1
después de la transfeccion transitoria, que podria no ser suficiente para permitir el rescate del fenotipo completo.
Después se tratd de rescatar los efectos en el compartimiento CD133; sin embargo, la transfeccién transitoria de
HES1 en el clon 199bSC1 no dio como resultado un aumento significativo de las células CD133+. Se cree que esto
se debe al corto tiempo de transfeccion transitoria, que no permite una reorganizacion de la jerarquia de células
Daoy.

El crecimiento tumoral se reduce en los xenoinjertos obtenidos a partir del clon 199SC1 estable.

[0064] Los hallazgos aqui indicaron que miR-199b-5p es un inhibidor potencial de la formaciéon tumoral. Por lo
tanto, para investigar la funcion de miR-199b-5p en un modelo de tumor in vivo, se estabilizaron los clones 199bSC1
y Daoy de control con un vector de expresion que portaba ADNc de luciferasa. Los clones obtenidos se ensayaron
para determinar los niveles de expresion de la luciferasa y también se validaron para la retencion del fenotipo
parental, en cuando la expresion tanto de HES1 como de miR-199b-5p (véase la Figura 12A-D). Estos clones de
Daoy estables 199b-Lucl y Ctl-Luc-4 se inyectaron después en los costados izquierdo y derecho, respectivamente,
de cinco ratones atimicos desnudos/sin pelo. El crecimiento tumoral se evalué mediante obtencion de imagenes de
bioluminiscencia in vivo (BLI) semanales de ratones inyectados. A las ocho semanas, todos los ratones mostraron
masas visibles en cada costado de control, mientras que solo tres costados inyectados con 199b-Lucl mostraron
injerto tumoral. En general, se observé una diferencia significativa en los volumenes tumorales entre los costados de
control y los costados de miR-199b-5p (Figura 4A). Las mediciones de bioluminiscencia mostraron reducciones
significativas en la emision de los lados miR-199b-5p durante el crecimiento tumoral, en comparacion con los lados
de control (por ejemplo, ratén n.° 4, Figura 4B). Después de nueve semanas, cuatro de los cinco ratones mostraron
diferencias estadisticamente significativas en estas sefiales de bioluminiscencia entre los lados de control y los lados
contrarios de miR-199b-5p (Figura 4C). Tomados en conjunto, estos datos muestran que miR-199b-5p puede alterar
la formacion tumoral in vivo en ratones atimicos sin pelo/sin pelo. Los tumores de xenoinjerto del raton n.° 5 y del
ratdn n.° 4 se explantaron y se analizaron para determinar la expresion de miR-199b-5p y HES1 y se evaluaron
histopatolégicamente (Figura 12 E-H).

[0065] Para investigar adicionalmente la capacidad de miR-199b-5p para regular el crecimiento de MB, se inyectd
ortotopicamente el clon estable 199bSC1 en el cuarto ventriculo de ratones sin pelo de 5 semanas de edad (Figura
4D, E). Después de cuatro semanas de control no invasivo in vivo del crecimiento tumoral por obtencion de
imagenes de bioluminiscencia (BLI), en ratones inyectados con el clon 199bSC1, el crecimiento tumoral era
considerablemente mas bajo que el observado en el lado inyectado de las células de control (CTL). Como
confirmacion adicional de estos efectos, también se inyectaron las células CTL infectadas con un adenovirus que
codificaba para miR-199b: acorde con los hallazgos anteriores, estos ratones también mostraron una reduccién de
BLI después de 4 semanas (Figura 4F). Se muestras adquisiciones de BLI adicionales, después de 8 semanas
desde la implantacion de las células en la Figura 4G. En este momento, se sacrificaron dos ratones y se analizaron
adicionalmente para determinar la histopatologia. La tincion de hematoxilina-eosina de los tejidos congelados mostré
una masa tumoral en el cerebelo de animales inyectados con AdV5-Mock#2 y AdV5-199b#3. Las secciones
histologicas congeladas paralelas en serie se examinaron mediante microscopia de fluorescencia para determinar la
proteina de fluorescencia verde enddgena (GFP) expresada por células infectadas con adenovirus. Después, se
evalud la expresién de la proteina HES1 mediante tincion inmunohistoquimica de otros tejidos incluidos en parafina,
usando un anticuerpo anti-HES1. En general, se evaluaron los niveles de persistencia de la expresion de adenovirus
en células infectadas, como la regulacion descendente de la expresion de HES1 debido a miR199b que portaba la
expresion de adenovirus, siguiendo asi el crecimiento tumoral en el tiempo por BLI, véase la Figura 4G-H, y la
tincion de anticuerpos (Hes1, Ki67, Gabra6, Nestina, Math-3) Figura 12 L-M complementaria. Después, dos ratones
sin pelo adicionales (AdV5-Mock#7; AdV5-199b#5) se sometieron a estudios PET-CT 12 semanas después de la
inyeccion, para evaluar la actividad proliferativa del tumor (Figura 5A, B). Los datos de adquisicion complementarios
de bioluminiscencia con dos videos mostraron la reconstruccién tridimensional de los dos ratones inyectados con
AdV5-Mock y con AdV5-199b, respectivamente (Figura 14). Estos analisis mostraron una reduccién significativa de
la masa tumoral en el animal AdV5-199b#5, en comparacion con los ratones control AdV5-Mock#7, proporcionando
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también los analisis PET-CT volumenes tumorales (0.024 cm?® frente a 0.044 cm?®, respectivamente). En general,
estos datos indican un efecto beneficioso de la sobreexpresion de miR199b-5p, como una influencia negativa en el
crecimiento tumoral de las células de MB en este modelo de ratén sin pelo de xenoinjerto ortotopico.

Expresion de miR-199b-5p en tumores de meduloblastoma humano.

[0066] Para determinar si el miR-199b-5p se expresa eficazmente en cerebelos pediatricos humanos sanos, se
usaron 13 muestras de control obtenidas del NICHD Brain and Tissue Bank for Developmental Disorders, en la
University of Maryland, Estados Unidos. Se midi6 la expresion de miR-199b-5p, comparando cinco muestras de
cerebelo obtenidas de nifios de 0-1 afios con seis de nifios de 13-16 afios (Figura 6A). El MiR-199b-5p mostré una
mayor expresion en los explantes de los controles sanos mas jovenes (prueba de Mann-Whitney, P = 0,006).

[0067] Para determinar si la expresion de miR-199b-5p tiene un papel en el MB humano, se analizaron muestras
de una cohorte de 61 pacientes con MB (véase Procedimientos experimentales). De hecho, ya se ha mostrado que
los niveles de proteina HES1 se correlacionan con resultados negativos en pacientes de MB [24]. Después, toda la
poblacién pacientes (n = 61) se dividié en dos grupos, como expresion baja frente a alta de miR-199b-5p, en base a
la media global. La distribucién de la expresion de miR-199b-5p entre los casos no metastasicos (MO) y
metastasicos (M1, M2 y M3) mostré que la expresion de miR-199b-5p en los casos no metastaticos fue
significativamente mayor que en los casos metastasicos (P = 0,001, prueba de ji-cuadrado de Pearson, Figura 6B).

[0068] En el subconjunto de pacientes donde estaba disponible informacién de seguimiento (n = 45), la curva de
supervivencia para los pacientes que expresaron miR-199b a niveles altos mostré una tendencia positiva, con una
mejor supervivencia global que los pacientes de baja expresion. Sin embargo, la prueba de rango logaritmico de las
curvas de Kaplan-Meier no mostrdé una diferencia significativa (P = 0,182; Figura 6C), probablemente debido al
namero limitado de pacientes con seguimiento a largo plazo.

[0069] Estos datos que muestran la regulacion descendente de miR-199b-5p en MB metastasicos indican un
mecanismo de silenciamiento a través de alteraciones epigenéticas o genéticas. Por lo tanto, se ensayd la expresion
de miR-199b-5p por PCR en tiempo real en un panel de lineas celulares de MB después de la induccion de la
desmetilacién con 5-aza-desoxicitidina (Figura 6D). De hecho, dos lineas celulares (Med8 y UV238) mostraron una
regulacién ascendente significativa de miR-199b-5p, apoyando de esta manera la hip6tesis de control epigenético de
la expresion de miR-199b-5p. Es necesario realizar estudios adicionales para identificar este mecanismo de
regulacion regulado de la accién a través de la inactivacion epigenética de la expresion de miR199b-5p durante el
desarrollo tumoral.

Informacion de soporte

[0070] A través de los analisis de prediccion de dianas, se observd que miR-199a-5p y miR-199b-5p se dirigian
potencialmente a HES1, con altos valores de puntuacion. Para determinar si esta unién potencial se tradujo en una
regulacion eficiente de HES1 en células vivas, se transfectaron ambos miRNA en la linea celular HEK-293 (Figura
9A, B). Se clonaron los pre-miRNA en dos construcciones donde la expresion se impulsé por el promotor de CMV.
Después de 48 h de transfeccion transitoria, de hecho, el miR-199b-5p regul6é en descenso la expresién de HES1.
En esta fase, también se pudieron excluir los efectos de miR-199a-5p en la 3'UTR de HES1 en diferentes tipos de
células.

[0071] Después, se evaluaron los niveles de expresion de miR-199b-5p maduro utilizando un enfoque en tiempo
real (véase Procedimientos experimentales) en células Daoy y D283MED (Figura 9C). El MiR-199b-5p mostré bajos
niveles de expresién en células SH-SY5Y, una linea celular de neuroblastoma, mientras que las células Daoy
expresaron mas miR-199b-5p. También hubo diferencias en los niveles de expresion de los dos miRNA en la linea
celular de MB D283MED, que se obtuvo a partir del liquido de ascitis de un paciente con MB metastasico, a
diferencia de la linea celular Daoy [1]. Aqui, la expresién de miR-199b-5p fue 10* veces menor en comparacién con
las células Daoy, lo que refleja potencialmente los diferentes origenes del tipo de células tumorales [2]. También se
evalué la expresion de miR-199a* (datos no mostrados), que también se conoce como miR-199a-3p, y que
recientemente se ha relacionado con el protooncogen MET [3]. Después de la sobreexpresion de pre-miR-199a, no
se observd sobreexpresion de miR-199a* en las células Daoy. Esto se debe probablemente a un procesamiento
especifico de pre-miR-199b-5p hacia la produccion de miR-199a (datos no mostrados). La expresion de MiR-199b-
5p también se evalud en tejidos humanos normales (Figura 9D): su expresion era alta en el duodeno y los ganglios
linfaticos, observando menor expresion en el cerebro (entero) y la corteza adultos.

[0072] Para confirmar los efectos de miR-199b-5p en diferentes lineas celulares de MB, se transfectaron de forma
transitoria células D283MED y se evalué la regulacion descendente de HES1 mediante transferencia Western. Como
se muestra en la Figura 9G, la sobreexpresién de miR-199b-5p condujo a una disminucion de los niveles de proteina
HES1. Este efecto sobre la proteina HES1 se traduce en una reduccion en la proliferacion celular, segin se evalué
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mediante el ensayo MTS (Figura 10F). En este caso, se compararon las lineas celulares D283MED y ONS76
transfectadas transitoriamente con miR-199b-5p; en ambos casos se observé una disminucion de la proliferacién, en
comparacion con las células transfectadas mock.

[0073] Por lo tanto, se cuestioné si miR-199b-5p esta implicado en el control de la proliferacion celular a niveles
enddgenos. Para responder a esto, se utilizé un 2-O-metil-oligoribonucleétido dirigido contra la secuencia madura de
miR-199b-5p (199b-OM), para disminuir sus niveles endégenos. Dado que las células Daoy mostraron las
cantidades mas altas de miR-199b-5p entre las lineas celulares de MB ensayadas (datos no mostrados), se
transfectaron con 199b-OM (Figura 10G). Las células mostraron una mayor velocidad de proliferacion in vitro, en
comparacion con la velocidad de proliferacion de las células Daoy transfectadas con un OM de control (un 2-O-metil
oligoribonucleétido desordenado).

Expresion de mmu-miR-199b-5p en el desarrollo del cerebelo

[0074] Para abordar la cuestiébn de como se expresa mirl99 durante el desarrollo del cerebelo, se aproveché el
homologo murino mmu-miR-199b-5p y se ensayd su expresion en el cerebelo de raton en desarrollo. Se aplicé la
metodologia desarrollada para el uso de sondas de acido nucleico bloqueadas etiquetadas con digoxigenina (DIG).
Se utilizaron embriones en E14.5 y cerebros de ratén recién nacidos en PO en experimentos de hibridacion in situ,
como se muestra en la Figura 10A. La expresién de mmu-miR-199b-5p se comparé con la de miR-124a como el
control, que se sabe que es un miRNA abundante en el sistema nervioso central. La expresion de mmu-miR-199b-5p
fue més difusa, en comparacion con miR-124a. Ademas, la expresion de mmu-miR-199b-5p disminuyd con el
desarrollo del cerebelo, mientras que miR-124a conservo su expresion en la capa de células granulares internas
(IGL) y en las neuronas de Purkinje. A continuacion, la expresién de mmu-miR-199b-5p se evalu6 en el cerebelo de
raton en diferentes fases de desarrollo, midiendo los niveles de miRNA maduro y a través de sus analisis de
expresion usando PCR en tiempo real. Los datos mostraron que incluso si mmu-miR-199b-5p se expresaba en
niveles méas bajos comparados con miR-124a, la expresion de mmu-miR-199b-5p se regula en el desarrollo, que
disminuyé a partir de los dias embrionarios 16,5 hasta el cerebelo de ratdn desarrollado adulto (Figura 10B).

Regulacién de MiR-199b-5p de otras dianas potenciales.

[0075] Entre las dianas predichas de miR-199b-5p, se encuentra la cinasa GSK3-3, una proteina implicada en la
transduccion de sefial de las rutas Shh y Wnt, y por lo tanto, una cinasa crucial en las rutas que regulan la
homeostasis de células cerebelosas. Por esta razon, se evalu6 la capacidad de miR-199b-5p para regular por
descenso GSK3-B utilizando el clon estable 199bSC1 ya obtenido. Este clon no mostré ninguna reduccion
significativa en los niveles de la proteina GSK3-f (Figura 10 C). Este efecto se puede explicar de acuerdo con la
3'UTR de GSK3- que no es accesible para la unién con miR-199b-5p, como se sugiere de hecho por el alto AAG
evaluado por el algoritmo Pita (véase la Tabla 3; [4]). También se seleccionaron otros tres genes a ensayar para
determinar su regulacion potencial por miR-199b-5p: Nanog, NHLH2 y ciclina L1. Cuando se regulan por descenso,
estos genes pueden conducir a un fenotipo similar al que se observa en los clones estables miR-199b-5p. No se
detect6 ningun efecto de regulacion descendente de miR-199b-5p en estas 3'UTR génicas seleccionadas (Figura 10
D). Mas recientemente, se ha demostrado que miR-199a* regula el protooncogen MET [3]. Dado que comparte la
misma secuencia que miR-199b-5p, sera de interés comprobar los niveles de este protooncogen en estos andlisis, lo
gue sera una cuestion de futuros estudios.

Tabla 3

Analisis Miranda Analisis PITA

Genes Funcion génica
diana Puntuacion VaIcF))r de Semilla AAG
HES1 Factor de transcripcién 18,2355 5,80E-03 8:0:1 -8,92
NTRK1 Receptor de tirosina cinasa neurotréfico 19,4586 1,70E-03 8:0:1 1,21
CCNL1 Ciclina L1 17,4364 3,60E-05 8:0:0 10,28
CDK9 Cinasa 9 dependiente de ciclina 16,488 1,40E-04 8:0:0 -5,03
HIRA Homologo A defectuoso de la regulacion del ciclo 16,224 2.10E-04 8:0:1 252

celular de histona HIR

31



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2621 824 T3

8,21 E-

HOXC5 Proteina Homeobox Hox-C5 16,157 03

8:0:1 0,09

Proteina cinasa 5 activada por mitégeno de

MAP2K5 especificidad dual 16,2892 4,35E-02  8:0:1 -4,13
MAP3K12 Proteina cinasa 12 activada por mitégeno 15,8078 6,10E-03 8:0:1 -6,37
NANOG Proteina Homeobox NANOG 17,3329 0,01486 8:0:1 -7,65
NHLH2 Proteina 2 hélice-bucle-hélice (HEN2) 16,0155 4,62E-03 8:0:0 -7,59
OTX1 Proteina Homeobox OTX1 16,1851 2,04E-04 8:0:1 -8,68
GSK3B Glucogeno - sintasa cinasa-3 beta 16,4041 3,80E-02 8:0:0 0,03

Creacion de células Daoy bioluminiscentes que sobreexpresan miR-199b-5p para estudios in vivo.

[0076] La obtencion de iméagenes in vivo basadas en luciferasa ha emergido recientemente como una potente
herramienta para investigar el injerto potencial de células tumorales en modelos animales ortotpicos [5]. Para
determinar la funcién de miR-199b-5p en un modelo de tumor in vivo, se estabilizaron los clones 199bSC1 y Daoy de
control con un vector de expresion que portaba ADNc de luciferasa. Los clones se ensayaron para evaluar sus
niveles de expresion de luciferasa (Figura 12A, B): estos experimentos in vitro mostraron altas correlaciones entre el
namero de células y las mediciones de bioluminiscencia. Por lo tanto, esta expresion de luciferasa permitio la
obtencion de imégenes no invasiva de la bioluminiscencia asociada al tumor y la cuantificacién del crecimiento
tumoral. Los clones estables obtenidos se validaron para determinar su retencion del fenotipo parental, tanto en
términos de expresion de miR-199b-5p como de HES1, como se ilustra en la Figura complementaria 12 C, D. El
xenoinjerto del raton n.° 4 se explanté y se procesd para determinar su morfologia, utilizando tincién con
hematoxilina y eosina. Los tumores formados en el lado de control eran mas invasivos y agresivos que los formados
en el lado inyectado con miR-199b-5p, como puede observarse por la invasion del anterior en el tejido muscular
(Figura 12E, flechas de color negro). La tincion con un anticuerpo dirigido contra Nestina revelé que el tumor
formado en el lado de miR-199b-5p mostré menos células con la caracteristica de progenitores neurales, de acuerdo
con la regulacion descendente de la ruta Notch (Figura 12 G, H) [6]. Los explantes del ratén n.° 5, que formaban
tumores tanto en los lados inyectados con 199b como de control, mostraron una pérdida de expresion del transgén
(miR-199b-5p), que podia ser responsable de la recuperacién del potencial tumoral (Figura 12 1).

[0077] Para caracterizar adicionalmente la capacidad de miR-199b-5p para contrarrestar el crecimiento tumoral in
Vivo, se establecieron implantes ortotopicos de células Ctl-Lucl y 199b-Luc4. Ademas, también se inyectaron células
Daoy de tipo silvestre que se infectaron previamente con un adenovirus recombinante que expresaba miR-199b-5p
(AdV5-199b), seguido de bioluminiscencia por imagen in vivo (tecnologias BLI). Se usaron las células tanto
infectadas con 199b-Luc4 como con AdV-199b como controles, y el clon Ctl-Lucl se infecté después con un virus
AdV5-mock. Los resultados a las 4 semanas de la inyeccion se muestran en la Figura 5, con mas analisis BLI de los
ratones mostrados a las 4 y 8 semanas (Figuras 4G y 14).

La linea celular Daoy tratada con DAPT muestra un aumento de la expresién endogena de miR-199b y una
firma de expresion génica de tipo célula madre.

[0078] Para determinar si podrian aumentar los niveles endégenos de miR-199b-5p, se trataron lineas de células
Daoy con éster t-butilico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-l-alanil]-S-fenilglicina (DAPT, Sigma-Aldrich), que bloquea
eficientemente el complejo de presenilina-secretasa, y como consecuencia, evita eficazmente la activacion de la
respuesta Notch [7, 8]. Como se muestra en la Figura 13A, se encontrd que tras el tratamiento con DAPT, el nivel de
miR-199b-5p aumentd 9 veces a las 12 h. Después, esta activacion se siguié de una rapida inhibicién de su
expresion, dentro de las 24 h del tratamiento. Después, estos datos se apoyaron por la verificacion de los niveles de
HES1 utilizando analisis de transferencia Western (Figura 13B), indicando de este modo que tras la expresiéon de
miR-199b-5p, se observé la inhibicion de los niveles de proteina HES1. Estos datos indujeron a determinar en qué
medida puede influir la pérdida de HES1 y la sobreexpresion de miR199 en la firma de expresion génica de los
genes implicados en las células madre embrionarias (ES) y las células madre de cancer tras el tratamiento con
DAPT.

[0079] Siguiendo los resultados presentados en un estudio reciente [9], se aplicd la deteccidon cuantitativa en

tiempo real para los perfiles de expresion de los genes (lista de los 8 mejores) que se enriquecieron y se asociaron a
la identidad de las células madre embrionarias (ES), y las propiedades de "troncalidad" de varios tumores sélidos,
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incluyendo de mama, vejiga y glioma. Aqui, se seleccionaron los marcadores de genes de células madre (MB y
glioblastoma), tales como CD133 y c-Myc, y después los genes que son los reguladores clave de la identidad de las
células ES: Oct4, KFL5 y Nanog. También se examinaron los genes asociados con la funcién de células
madre/progenitoras adultas, la proliferacion de ES y células tumorales y/o avance del cancer. De acuerdo con estos
criterios, la lista de genes comprendia: CD133, c-Myc, Oct4, KFL5, Nanog, TCF7L1, HMGA1l, HMGB3, ZIC1,
MYBL2, TEAD4 e ILF3. Como se muestra en la Figura complementaria S5C, la expresién de los genes CD133 y c-
Myc se regulé en descenso en la linea celular Daoy inducida con DAPT. Después, también se observé que los
niveles de expresion de los genes Oct4, Nanog, KFL5, TCF7L1, HMGAL, HMGB3, ZIC1, MYBL2 y TEAD4 estaban
regulados en descenso en la sobreexpresién inducida por DAPT de Daoy de miR-199b-5p, cebadores y los valores
27DCt en bruto se enumeran en la Pestafia S3. Esto confirmé asi que la regulaciéon ascendente de miR-199b-5p es
concurrente con la inhibicion de la ruta Notch, que regula las poblaciones de células madre, como se observa por los
marcadores seleccionados que ya se sabe que estan implicados "directamente” o "indirectamente” en este
fenébmeno. En la actualidad, queda por determinar en qué medida la sobreexpresion de miR-199b-5p puede
modularse por la inhibicién de la ruta Notch. Estas preguntas seran una cuestion para futuros estudios.

[0080] Estudios adicionales han demostrado la sobreexpresion de los genes PDGFR-A, PDGFR-B y SPARC en
pacientes con MB metastésico y en lineas celulares de MB [10, 11]. Por lo tanto, también se analizo la expresion de
los genes PDGFR-A, PDGFR-B y SPARC en el modelo de linea celular Daoy como se ha presentado anteriormente,
con su regulacion ascendente de miR199b enddgeno en el tratamiento con DAPT. Como se muestra en la Figura
13D, la expresién de PDGFR-B y SPARC se redujo en descenso en la linea celular Daoy tratada con DAPT, en
comparacion con el vehiculo de sdlo tratamiento, mientras que también se observo la baja regulaciéon en ascenso de
PDGFR-A. En este momento, queda por determinar si este bajo aumento en la expresion de PDGFR-A a través de
la ruta RAS/MAPK seré suficiente para impulsar el potencial metastasico de células de MB que sobreexpresan miR-
199b-5p; este es un efecto opuesto al que se obtuvo verificando la expresion de miR199b-5p en los tumores. Estos
resultados son también de alguna manera contradictorios con los datos de la bibliografia, aunque en el marco de la
fe de erratas [11], la sobreexpresion de PDGFR-A encontrada en los tumores metastasicos de MB se juzgd mal
debido a una secuencia incorrecta y la anotacién de la sonda por GenBank y Affymetrix: aunque la secuencia de
GenBank J03278 incluye la region de codificacion completa de PDGFR-B, se dio el locus como "PDGFRA", y la
sonda 1771 de Affymetrix se anot6 como "ARNm del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
humanas J03278 HUMPDGFRA (PDGF)". En estos nuevos datos notificados™, se observo que el PDGFR-B estaba
regulado en ascenso en los tumores metastasicos de MB. Estos Ultimos resultados estan acordes con lo observado
en las lineas celulares Daoy de los inventores, donde la sobreexpresion de miR-199b-5p tras el tratamiento con
DAPT indujo la regulacion en descenso de la expresion de PDGFR-B y SPARC. Esto a su vez se correlaciona con la
pérdida de expresién de miR199b-5p en pacientes metastasicos, y definitivamente fortalece la importancia de la
expresion de miR-199b-5p y su participacion en el desarrollo del cancer de MB, alterando su potencial metastasico.
Finalmente, los datos aqui presentados confirmaron el papel de la sobreexpresién de miR-199b-5p vinculando su
funcion principal para la inhibicion del mantenimiento de células madre ES y células madre de cancer operado por
los genes ya implicados en estos mecanismos de accion.

[0081] Recientemente, un patrén de expresion especifico de pacientes de MB infantiles mostr6 nueve miRNA, que
incluian miR-199b-5p, también agrupados con tumores de sobreexpresion de ErbB2 y/o c-Myc [12]. En particular,
mostraron una mayor expresion de miR-135a y b, miR-10b, miR-125b y miR-153, mientras que miR-199b mostro
una menor expresion en estos pacientes positivos para ErB2. Cabe apreciarse que, Gilbertson et al. [13] han
mostrado que los tumores positivos para ErbB2-HER4 se comportan como marcadores prondsticos independientes
en el MB infantil, y en particular Erb-2 es un marcador de peor prondstico dado su efecto de supervivencia negativo
en MB. En general, los resultados de la bibliografia fortalecen aun mas la importancia de mir199b-5p, cuya expresién
se regula en descenso en los tumores de MB y se asocia a la agresividad de estas cohortes positivas para Erb-2.

Obtencién de imagenes moleculares de alta resolucion por analisis PET y SPECT-CT para animales
pequefios.

Preparacién de los animales y obtencion de imagenes por PET/CT

[0082] Los ratones se mantuvieron en una jaula ventilada (26 °C) durante 1 h antes de los estudios por imagenes.
La anestesia se realiz6 con administracion intraperitoneal de una mezcla de ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10
mg/kg) (volumen de inyeccion, 100 pl/10 g). Se realizdé un PET 1 h después de la administracion de 3'-desoxi-3'-
[18F]fluorotimidina ([18F]FLT), un marcador de proliferacién tumoral (50 pl, 7,4 MBq, tiempo de exploracién, 18 min),
en una vena caudal lateral, usando un escaner PET para animales (GE Healthcare eXplore Vista, FWHM 1,6 mm).
Se realizaron estudios de TC de alta resoluciéon (GE Healtcare eXplore Locus, resolucion espacial, 45 um) a las 24 h
del PET.
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Anélisis de datos

[0083] Se calcularon los valores de absorcion estandarizados (SUV) maximos (SUVmax) y medios (SUV) a partir
de los estudios PET (SUV = actividad tisular (MBg/cc)/[dosis inyectada (MBq)/peso corporal (g)]). Las imagenes de
PET/CT se procesaron posteriormente para obtener reconstrucciones multiplanares (MPR), proyecciones de maxima
intensidad (MIP), renderizado de volumen tridimensional e imagenes de fusién, usando Osirix 3.3 (sistema operativo
MAC OS 10.5). Se obtuvieron reconstrucciones tridimensionales adicionales utilizando MicroView (GE eXplore
Locus).

[0084] Los volimenes de lesién se calcularon a partir de datos de PET usando un software desarrollado
internamente (basado en IDL, ITT Vis Inc), resumiendo todos los voxels espacialmente conectados con SUV >
SUVmax al 50 %. Los perfiles de lesion definidos con estos procedimientos se utilizaron para la comparacion basada
en ROI entre AdV5-Mock y AdV5-199b.

ANALISIS

[0085] Las interconexiones entre las rutas de sefializacion alteradas en MB permanecen en gran parte
desconocidas, y todavia es dificil definir una estratificacion de pacientes especifica de acuerdo con las clases de
riesgo que reduciran la mortalidad y la morbilidad asociadas a la terapia. En el presente estudio, se ha identificado
un mecanismo de regulacion del gen HES1 a través del miRNA miR-199b-5p. HES1 es un regulador clave del
desarrollo del cerebelo, como se indica por lo hallazgos recientes de que el tratamiento de las células granulares
cerebelares con Shh aumenta los niveles de HES1 [20]. Esto sugiere que HES1 es una diana transcripcional de las
cascadas de sefializacion Shh y Notch2.

[0086] Se indica aqui un nivel novedoso de regulacion de la expresion de HES1 que se impulsa por miR-199b-5p,
gue se une a la 3'UTR de HES1 y conduce a una traduccion improductiva. Cabe apreciarse que, también se han
investigado las acciones de miR-199b-5p en una construccion indicadora fusionada con la 3'UTR de NHLH2, ciclina
L1 y Nanog (Figura 10D). Entre las dianas predichas para miR-199b-5p, que se obtuvieron utilizando dos algoritmos
diferentes (Tabla 3), estos genes fueron posibles candidatos relacionados con el fenotipo obtenido después de la
sobreexpresion de miR-199b. No obstante, no se obtuvo una regulaciéon descendente de la actividad indicadora al
ensayarse en las mismas condiciones en las que se obtuvieron efectos sobre la 3'UTR de HES1. Ademas, el clon
estable 199bSC1 tiene un nivel de proteina GSK3- comparable con el control. Cabe apreciarse que, cuando se
analiza de acuerdo con el algoritmo Pita, el valor de AAG para la unién de miR-199b-5p a la 3'UTR de GSK3-8 es
muy alto, lo que indica una mala accesibilidad a la 3'UTR [41] (Tabla 3). Recientemente también se ha demostrado
gue miR-199a*, que tiene la misma secuencia que miR-199b-5p, esta implicado en la activacién de caspasa
actuando potencialmente a través de la regulacién descendente del protooncogen Met [42]. Serd también de interés
para futuros estudios determinar la regulacion descendente de esta diana por miR-199b, incluso si parece
improbable debido a la falta de induccion de la apoptosis después de la sobreexpresion de miR-199b en estos
sistemas celulares.

[0087] EIl analisis de los clones de miR-199b-5p de sobreexpresion sugirid6 que miR-199b-5p puede alterar el
potencial de proliferacion y de injerto de las células de MB. De hecho, la pérdida de la ciclina D1 en los clones de
miR-199b-5p de sobreexpresién es un recordatorio de los efectos similares observados en los ratones Ccndl-l, que
han disminuido la proliferacion temprana de GNP y la ataxia temprana como consecuencia de un retraso en la
adquisicion de la funcion cerebelar normal, afectando asi la progresién de las lesiones preneoplésicas a los MB [43].

[0088] Nuestros datos también estan de acuerdo con los datos in vivo informados de células murinas
genéticamente inactivadas para Hesl. Mientras que los efectos de miR-199b-5p podrian explicarse por el
desencadenamiento de la apoptosis, estos ensayos citofluorométricos sugieren que la alteracion de la proliferacion
de células de MB no esté vinculada a la apoptosis extensa de las células que sobreexpresan miR-199b-5p (véase el
ensayo del ciclo celular en la Figura 1A). Esto es acorde con los datos informados para los progenitores neurales
obtenidos a partir de ratones Hesl1-/-, donde las indicaciones apoptéticas s6lo se observaron en tipos de células
restringidos [22].

[0089] La correlacion que se muestra entre miR-199b-5p y el estadio M tumoral indica que los niveles de expresion
de miR-199b-5p pueden ser investigados concomitantemente con la reseccion tumoral. Esto permitira identificar un
subconjunto de pacientes que deben desarrollar un tumor agresivo y tener una futura formacion de metastasis,
sefialando que la enfermedad diseminada es el factor independiente mas potente asociado con la mala
supervivencia. A pesar de la correlacién con el estado M, la sobreexpresion de miR-199b-5p no condujo a una
disminucion de la motilidad celular de las células Daoy (Figura 10 E). Esto bien puede ser debido a la motilidad
extremadamente alta de las células Daoy, lo que indica que para superar este fenotipo, ha de tener lugar un paso
adicional mas alla de la regulacion de la ruta Notch. Sin embargo, cabe apreciarse que, la expresion de PDGFR-B y
SPARC, dos genes recientemente correlacionados con MB metastasico [44, 45], se reduce en presencia de la
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sobreexpresion de miR-199b-5p, como se muestra en la Figura 13D y se describe en Materiales complementarios.

[0090] A la luz de los datos sobre la regulacién de la ruta Notch a través de la modulacion de miR-199b-5p, sera
de interés enfocar futuros estudios sobre el papel de los genes regulados por Notch en pacientes con MB
metastasico. Adicionalmente, el desarrollo de modelos de raton que mejor reproduzcan la enfermedad humana es
una tarea importante. Dentro de este escenario, los hallazgos de que el modelo de ratébn Smo/Smo homocigoto tiene
propagacion leptomeningea confirma la participacion de la ruta Notch en la regulacién del crecimiento de MB [25,
46]. Como se muestra en la Figura 6 y en la Tabla 2, se muestra una gran variabilidad en los niveles de expresién de
miR-199b-5p, lo que puede deberse a alteraciones cromosémicas genéticas o silenciamiento epigenético en un
subconjunto de pacientes con peor resultado. Estos datos sobre un panel de lineas celulares de MB (véase la Figura
6D) apoyan esta Ultima hipotesis. La razén por la que algunas de las lineas celulares de MB no responden al
tratamiento con miR-199b creciente podria deberse a la pérdida genética del propio gen, o a una estricta regulacion
del tipo celular de la expresion de miR-199b, que refleja los diferentes origenes de las lineas celulares.

[0091] En la actualidad, existe un creciente interés en la elucidacibn de los mecanismos que confieren
propiedades Unicas a las "células madre de cancer" [47]. Recientemente, se demostré que las células CD133+ de
glioblastoma tienen una mejor probabilidad de supervivencia después de la radiacién ionizante, a través de la
induccion de la reparacion del ADN dafiado [48]. De hecho, las células Daoy que expresan el antigeno CD133 son
radio-resistentes, lo que apoya la hipétesis de que las células Daoy representan un modelo para el estudio de un
compartimento de células madre de tumor [49]. Aqui, miR-199b-5p puede influir en esta poblacién lateral y la
poblacion CD133+ de las células Daoy, concretamente, las células madre de cancer.

[0092] Junto con CD133, también se evaluaron los niveles de expresion de varios genes de células madre de
cancer que recientemente se ha demostrado que estan correlacionados con la agresividad de tumores soélidos; como
se muestra en la Figura complementaria S5B, la expresién de estos genes es acorde con una reduccion global en el
fenotipo de "troncalidad" de células Daoy tratadas con éster t-butilico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-1-alanil]-S-
Fenilglicina (DAPT). Esto evita la activacion de la respuesta Notch (véase Materiales complementarios), bloqueando
asi el complejo de presenilina-secretasa y potenciando la expresion de miR199b-5p [50, 51]. Hasta la fecha, este es
el primer informe de que la expresion de un miRNA puede agotar este compartimiento de células tumorales, lo que
indica un interesante enfoque terapéutico para el direccionamiento de estas células en los tumores cerebrales.

[0093] Existe una fuerte indicaciéon a partir de series publicadas de que los nifios con meduloblastoma que se
presenta en mas de 3 afios de edad se benefician enormemente de la radioterapia, pero el tratamiento de los nifios
mas pequerios sigue siendo un desafio. La ausencia de diferencias significativas en las tasas de supervivencia entre
los pacientes con excision total o subtotal de MB apoya la opinion de que la extirpacion total de MB puede evitarse
cuando el riesgo de déficit neuroldgicos potenciales es alto. Ensayos recientes han demostrado un efecto
beneficioso de la quimioterapia, aunque esto no se observd universalmente [52, 53]. Aqui, se prevé el uso y la
administracion de miR199b-5p in situ en el cerebelo de nifios afectados por MB de menos de 3 afios de edad (y
positivos para HES1), para alterar asi el mantenimiento de las células de cancer CD133+ de inicio tumoral.
Combinado con la quimioterapia, y con el potencial de abrogar la radioterapia y evitar el dafio cerebral debido a la
extirpacion total del tumor, esto deberia proporcionar una mejora general en los tratamientos actuales para el MB.
Por lo tanto, se prevé la posibilidad de tratar los MB con el uso de particulas de lipidos de acido nucleico
encapsuladas estables (SNALP). Estas han demostrado ser eficaces en los primates no humanos para la
administracion sistémica, y pasaran la barrera hematoencefalica utilizando nanoparticulas encapsuladas que
contienen moléculas agomir 199b-5p [54]. La forma en que estos enfoques de terapia génica progresaran sera
ademas un problema para futuros estudios preclinicos en animales.

[0094] Como se ilustra en nuestro modelo (Figura 6E), se representan dos niveles de expresion diferentes de miR-
199b-5p en pacientes MO y M+, lo que podria ser debido a la regulacién epigenética durante la carcinogénesis. En
nuestro modelo "moderadamente alto”, un aumento en la expresién de miR-199b-5p reprime HES1, que luego
conduce a un aumento en la expresion génica de bHLH pro-neurales, impulsando a la célula hacia procesos de
diferenciacion. En el modelo "moderadamente bajo", la expresion de miR-199b-5p se reduce debido a mecanismos
de control epigenéticos, y después se sobreexpresa HES1, lo que conduce a la proliferacion celular y la induccién de
SP vy, por lo tanto, un aumento de las células CD133+. Como para muchos otros factores de transcripcion, HES1 es
un punto de integracién entre diferentes rutas de transduccion de sefales, y su equilibrio de expresion determina las
decisiones celulares fundamentales, tal como si se debe iniciar 0 no un programa de diferenciacién. Con este
escenario, miR-199b-5p se puede ver como parte de la ruta de transduccién de sefial de Notch compleja, como un
afinador de los niveles de expresion del factor de transcripcion de HES1 bHLH. Se puede considerar que estos
fenébmenos se producen en una diversidad de tejidos y canceres en los que esta implicada una ruta Notch activada.

Ejemplo 2: Evaluacion de los efectos del tratamiento de lineas celulares de MB, carcinoma de colon y carcinoma de
mama con el SNALP miR199b-5p.
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Material y métodos:
Formulacion de SNALP

[0095] La tecnologia SNALP (particulas de lipidos de acidos nucleicos estables) empleada en otros trabajos (71-
73) se formul6 para el mir 199b-5p y su control desordenado relativo (denominado CTR en las figuras) por diferentes
lipidos proporcionados por Lipoid GMBH (Cam, Suiza). Se utilizé un disolvente de calidad analitica de Carlo Erba
Reagenti. En el proceso de extrusion, los filtros de policarbonato de 25 mm de membrana Nucleopore Track fueron
de Whatman (Brentford, Reino Unido). Las membranas para didlisis, las sales y todos los demas productos quimicos
se adquirieron en Sigma-Aldrich (Milan, Italia).

[0096] Las SNALP se prepararon mediante una mezcla lipidica compuesta por el aminolipido dioleoildimetilamonio
propano ionizable (DODAP), asociado a otros lipidos neutros, es decir, diestearoilfosfatidilcolina (DSPC),
fosfatidilcolina de huevo (EPC) y diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol 2000 (DSPE2000). La encapsulacion
de miRNA en SNALP se consiguié por la hidratacion de una capa lipidica con una solucion acuosa de miRNA. La
suspension resultante se pasé 10 veces a través de tres filtros de policarbonato de 100 nm apilados utilizando un
sistema de extrusora de termobarril (Northern Lipids Inc., Vancouver, BC, Canada). La preparacion se dializo frente
a tampon citrato 300 mM, pH 4,0 durante aproximadamente 1 h para eliminar el exceso de etanol; después, se
dializé frente a HBS (HEPES 20 mM, NaCl 145 mM, pH 7,6) durante 12-18 h para eliminar el tampodn citrato,
neutralizar el DODAP y liberar cualquier miRNA asociado a la superficie de las vesiculas. Los ODN no encapsulados
se eliminaron mediante cromatografia en columna de DEAE-Sepharose CL-6B. Las condiciones experimentales, es
decir, la concentracion en miRNA en la solucién acuosa y la relacién entre los diferentes lipidos, se optimizaron con
el fin de encapsular altas cantidades de miRNA en las vesiculas. Después de la preparacion, las SNALP se
solubilizaron en disolvente organico y el miRNA se extrajo en una solucion acuosa y se cuantificé por
espectrofotometria UV. El diametro medio de las particulas y la distribucion de tamafios de las diferentes
formulaciones de SNALP se investigaran por espectroscopia de correlacion de fotones (N5 Beckmann Coulter,
Miami). El potencial zeta SNALP se determind utilizando la tecnologia M3-PALS (Zetasizer Nano, Malvern,
Worcestershire, Reino Unido). Se prepararon nanocomplexos de miRNA/vaina lipidica mezclando una suspension
de liposomas catibnicos a base de metilsulfato de (N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio
(DOTAP)/colesterol o DOTAP/colesterol/DSPE-PEG2000 cOn una solucidon acuosa que contenia protamina, y una
solucion acuosa de ADN de timo de ternera y miRNA o Unicamente miRNA seguido de incubacién a temperatura
ambiente durante 10-15 minutos. En el caso de liposomas a base de DOTAP/colesterol, las particulas resultantes se
incubaron luego con una dispersion de micelas de DSPE-PEG a 50 °C durante 10-15 minutos. Se dej6 en reposo NP
a temperatura ambiente durante 10 minutos. El porcentaje de miRNA en complejo se determind por
ultracentrifugacion de los complejos y andlisis UV del sobrenadante. Las condiciones de formulacion, es decir, la
concentracion de miRNA en la solucién acuosa inicial, la presencia de protamina, la cantidad de lipido catiénico
utilizada, se optimizé para obtener la mayor eficacia de complejacion. El diametro medio de particula y la distribucion
de tamafio de los nanocomplejos se investigd por la espectroscopia de correlacion de fotones, mientras que el
potencial zeta se determiné por tecnologia M3-PALS.

[0097] La secuencia del oligonucledtido miR 199b-5p en las SNALP: CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (SEQ
ID NO:11) y su secuencia desordenada relativa CTR: gguuguaugcauucccuaucuac (SEQ ID NO: 12).

Ensayo de proliferacion MTS

[0098] EIl ensayo de proliferacién (MTS) se realizé mediante el kit de ensayo de proliferacién celular no radioactivo
CellTiter96 AQueous (Promega) durante 72 h. Las lineas celulares daoy, MDA-231T y 4t1 tratadas con el SNALP de
control y con el miR 199b-5p se transfirieron en 96 multipocillos a la concentracion de 1000 y 3000 células (daoy,
MDA-231T y 4t1, respectivamente) en 100 yl de medio completo. Para cada punto experimental se realizaron 5
réplicas. Después de 24, 48 y 72 h en cada pocillo se afiadieron 20 ul de una solucién 5 x. Después de 4 h se leyé la
absorbancia del formazano a 490 nm mediante el contador multietiqueta Victor3 (Perkin Elmer).

Ensayo de la apoptosis

[0099] El ensayo de apoptosis en daoy, MDA-231T y 4t1 tratadas con SNALP de control y miR 199b-5p SNALP se
hizo por FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA) con el software CELL Quest versiéon 3.3. El analisis de
anexina V se hizo mediante el anticuerpo Miltenyi Biotec (Auburn, CA). Las células se tifieron con yoduro de propidio
y después se incubaron con un anticuerpo anti-anexina V FITC (Miltenyi Biotec), durante 10 minutos en la oscuridad
a 4 °C. Después, las células se lavaron con PBS.

Hes1 de transferencia Western: véase a continuacion

199b y CD133 RT sybr green: véase a continuacion
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Cultivo celular

[0100] Lalinea celular de carcinoma de mama murino 4T1 se obtuvo mediante la Coleccién Americana de Cultivos
Tipo (referencia 74, ATCC, Manassas, VA) y se subcultivd en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma)
complementado con FBS al 10 %, 10 U/MI de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina (Celbio Pero, Milan, Italia).
Las lineas celulares HT29 (carcinoma de colon humano) y MDA-231T (carcinoma de mama humano) se obtuvieron
mediante la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA) y se mantuvieron en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM Sigma) con FBS al 10 %, 10 U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina
(Celbio Pero, Milan, Italia).

Resultados

MiR 199b-5p portado por SNALP en lineas celulares de meduloblastoma, carcinoma de mama y carcinoma
de colon con evaluacién de la toxicidad y de la inhibicion de Hes1 diana.

[0101] La forma madura de miR 199b-5p (secuencia ribonucleotidica) se formulé por SNALP como se describe en
Material y métodos con el control relativo. Las lineas celulares Daoy, MDA231T, HT29 y 4T1 se trataron con 1 pg de
oligonucledtido y se evalud la vitalidad mediante un ensayo de proliferacion MTS (Figura 17A y 18A). Como se
muestra en las Figuras 17A, 18A, 20A-B, las lineas, mostraron una disminucién de la velocidad de proliferacion 24,
48 y 72 h después del tratamiento con miR 199b-5p SNALP con respecto al control. Después de 72 h de tratamiento,
la expresion del miR 199b-5p se aument6 en ambas lineas celulares (Figura 17B e 18B). La toxicidad del tratamiento
se evalué mediante andlisis de anexina V después de 72 h de tratamiento (Figura 17C y 18C). Como se muestra en
las Figuras 17C y 18C, ninguna linea celular mostré diferencias en los niveles de apoptosis entre el control y el miR
199b-5p. Ademas, después de 72 h de tratamiento, se evalud la expresién de Hes1 mediante transferencia Western
como se muestra en las Figuras 17D y 18D. La sobreexpresion de miR 199b-5p por SNALP mostré la reduccion de
Hes1, lo que demuestra la eficacia del tratamiento.

Expresion del miR 199b-5p en tejidos de carcinoma de mama y de colon

[0102] La expresion del miR 199b-5p se evalud en carcinoma de mama (29 tejidos) y carcinoma de colon (13
tejidos). Como se muestra en la figura 19, los niveles de expresion de miR 199b-5p son mas bajos en los tejidos de
carcinoma en relacion con controles sanos, demostrando que también en estos tumores el miR 199b-5p es
silenciado durante el avance tumoral. Los niveles de expresion del gen Cd133 también son inferiores en controles
sanos en relacion con los tejidos de carcinoma, ya que es un marcador de células madre de cancer.
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ttggcgegea
gcgtagagct
ccgcagacgg
aggtttcccc
cgctcggtga
accgatgccc
tatcgtcgee
agcgcetetgg
gtcgettgeg
caccaaacgt
ctacgtcttg
cgcttcegge
cgaccatcag
gctggcgttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaage
cgttecgetec
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccégttacc
tagcggtggt
agatcctttg

gattttggtc

tagttaagag
tccctgacte
agcagttctt
cttttgagcg
gcatctcgat
gtagtcgatg
tcagcgtagt
gcttgaggct
ggtagcattt
gcttgeectt
tgggcgcgag
tctcgcattc
catgctrttt
cgaaaaggct
ttgagagcct
gcacttatga
gtcattttcg
gtattcggaa
ttcggcgaga
ctggcgttcg
ggcatcggga
ggacagcttc
ttccataggc
cgaaaccéga
tctectgttce
gtggcgcttt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgtet
atcttttcta

atgagattat

ES 2621 824 T3

agctgcagcet
gcatgttttc
gcaaggaagc
tttgaccaag
ccagcatatc
ctcgtccaga
ctgggtcacg
ggtcctgctg
gaccatggtg
ggaggaggcg
aaataccgat
cacgagccag
gatgcgtttc
gtccgtgtec
tcaacccagt
ctgtcttctt
gcgaggaccg
tcttgcacgce
agcaggccat
cgacgcgagg
tgcccgegtt
aaggccagca
tcegecccce
caggactata
cgaccctgcec
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat

gccgtecatec
cctgaccaaa
aaagtttttc
cagttccagg
tcctegtttc
c€gggccaggyg
gtgaaggggt
gtgctgaagc
tcatagtcca
ccgcacgagg
tccggggagt
gtgagctctg
ttacctctgg
ccgtatacag
cagctccttc
tatcatgcaa
ctttcgctgg
cctcgctcaa
tatcgccgge
ctggatggcc
gcaggccatg
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
accccecgtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcgc
cgctcagtgg

cttcacctag

43

ctgagcaggg
tccgccagaa
aacggtttga
cggtcccaca
gcgggttggg
tcatgtcttt
gcgctccggg
gctgcecggtce
gccecctecge
ggcagtgcag
aggcatccgc
gccgttcggg
tttccatgag
acttgagagg
cggtgggcgc
ctcgtaggac
agcgcgacga
gccttegtea
atggcggccg
ttccccatta
ctgtccaggc
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttecccc
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacc
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact

atccttttaa

gggccacttc
ggcgctcgee
gaccgtccgce
gctcggtcac
gcggcetttecg
ccacgggcgc
ctgcgegetg
ttcgeectgce
ggcgtggcecc
acttttgagg
gccgeaggec
gtcaaaaacc
ccggtgtcca
cctgteccteg
ggggcatgac
aggtgccggce
tgatcggcect
ctggtcccgce
acgcgctggg
tgattcttct
aggtagatga
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttctecce
cggtgtaggt
gctgcgcectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg

attaaaaatg

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
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30

aagttttaaa
aatcagtgag
ccccgtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgccgggaa
tgctgcaggc
ccaacgatca
cggtcctccg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaacacgg
acgttcttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccccgaaaa

aaataggcgt

tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagfta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttccttt
atatttgaat
gtgccacctg

atcacgaggc
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gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcc
gtcctgcaac
gtagttcgcc
cacgctcgtc
catgatcccc
gaagtaagtt
ctgtcatgcc
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagc
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga

cctttegtct

gtaaacttgg
tctatttcgt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgcec
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgc
ggccgceagtg
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt

tcaagaa

<210>3
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo miRNA199b

<400> 3
cgggaattcc cagaggacac ctccac 26

<210> 4
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso miRNA199b

<400> 4
cggctcgagc cgagggtcta acccag 26

<210>5
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo miRNA de U6

<400> 5

44

tctgacagtt
tcatccatag
tctggcccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttgct
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc

atcatgacat

accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagecgg
ctattaattg
ttgttgccat
gctccggttce
ttagctcctt
tggttatggc
tgactggtga
cttgcccgge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgogtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt

taacctataa

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6217
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gaaaagcctt gtttgtgctt gc 22

<210>6
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso U6 miRNA

<400> 6
gggccatgct aatcttctct gt 22

<210>7
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo miRNA199b

<400> 7
aggacacctc cactccgtct ac 22

<210>8
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso miRNA199b

<400> 8
gcctaaccaa tgtgcagact actg 24

<210>9
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda miRNA199b

<400>9
cagtgtttag actatctgtt caggactccc aaattg

<210>10
<211>110
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia miR-199b

<400> 10

ccagaggaca ccuccacucc gucuacccag uguuuagacu aucuguucag gacucccaaa

uuguacagua gucugcacau ugguuaggcu gggcuggguu agacccucgg

<210>11
<211> 23
<212> ARN
<213> artificial

36
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<220>
<223> secuencia miR199b-5p

<400> 11
cccaguguuu agacuaucug uuc 23

<210> 12
<211> 23
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> CTR desordenado

<400> 12
gguuguaugc auucccuauc uac 23

<210> 13
<211>81
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada CD133

<400> 13

ctatgtggta cagccgcgtg atttcccaga agatactttg agaaaattct tacagaaggce

atatgaatcC aaaattgatt a

<210> 14
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada c-myc

<400> 14
aggaggaaca agaagatgag gaagaaatcg atgtt

<210> 15
<211>82
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada nanog

<400> 15

gcaaatgtct tctgctgaga tgcctcacac ggagactgtc tctcctcttc cttcctccat

ggatctgctt attcaggaca gc

<210> 16
<211>81
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada oct4

35
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<400> 16
actgcagcag atcagccaca tcgcccagca gcttgggctc gagaaggatg tggtccgagt

gtggttctgt aaccggcgec a

<210> 17
<211>51
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada TCFL1

<400> 17
ccgcgggact atttcgccga agtgagaagg cctcaggaca gcgcegttctt t 51

<210> 18
<211>51
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada ZIC1

<400> 18
cagttcgctg cgcaaacaca tgaaggtcca cgaatcctcee tcgcagggct ¢ 51

<210> 19
<211>55
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada KLF5

<400> 19
gcatccacta ctgcgattac cctggttgca caaaagttta taccaagtct tctca 55

<210> 20
<211>51
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada HMGA1

<400> 20
aaaaacaagg gtgctgccaa gacccggaaa accaccacaa ctccaggaag g 51

<210>21
<211>51
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada HMGB3

<400> 21
ttttccaaga agtgctctga gaggtggaag acgatgtccg ggaaagagaa a 51

<210> 22
<211> 20
<212> ADN

47
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<213> artificial

<220>
<223> cebador directo CD133

<400> 22
ctatgtggta cagccgcegtg 20

<210> 23
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso CD133

<400> 23
taatcaattt tggattcata tgccttc 27

<210> 24
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo c-myc

<400> 24
atgaggagac accgcccac 19

<210> 25
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso c-myc

<400> 25
aacatcgatt tcttcctcat cttctt 26

<210> 26
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo Nanog

<400> 26
gcaaatgtct tctgctgaga tgc 23

<210> 27
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso Nanog

<400> 27
gctgtcctga ataagcagat ccat 24
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<210> 28
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo Oct4

<400> 28
actgcagcag atcagccaca 20

<210> 29
<211>18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso Oct4

<400> 29
tggcgcecggt tacagaac 18

<210> 30
<211>17
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo TCFL1

<400> 30
ccgcgggact atttcge 17

<210> 31
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso TCFL1

<400> 31
aaagaacgcg ctgtcctgag 20

<210> 32
<211>18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo ZIC1

<400> 32
cagttcgctg cgcaaaca 18

<210> 33
<211>18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso ZIC1
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<400> 33
gagccctgeg aggaggat 18

<210> 34
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo KLF5

<400> 34
gcatccacta ctgcgattac cc 22

<210> 35
<211>28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso KLF5

<400> 35
tgagaagact tggtataaac ttttgtgc 28

<210> 36
<211>20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo HMGA1

<400> 36
aaaaacaagg gtgctgccaa 20

<210> 37
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso HMGA1

<400> 37
ccttcctgga gttgtggtgg t 21

<210> 38
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo HMGB3

<400> 38
ttttccaaga agtgctctga gagg 24

<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

50
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<220>
<223> cebador inverso HMGB3

<400> 39
tttctctttc ccggacatcg 20

<210> 40
<211>81
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada cd133

<400> 40
tccacagaaa tttacctaca ttggaagagt atgattcata ctggtggctg ggtggcctgg

tcatctgctc tctgctgacc ¢

<210>41
<211>81
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada ¢ myc

<400> 41
gctggatttt tttcgggtag tggaaaacca gcagcctccC gcgacgatgec ccctcaacgt

tagcttcacc aacaggaact a

<210> 42
<211>80
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada nanog

<400> 42
ccgaagaata gcaatggtgt gacgcagaag gcctcagcac ctacctaccc cagcctttac

tcttcctace accagggatg

<210> 43
<211>81
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada oct4

<400> 43
aacccggagg aggtagtcct ttgttacatg catgagtcag tgaacaggga atgggtgaat

gacatttgtg ggtaggttat t

<210> 44
<211>81
<212> ADN
<213> artificial

<220>

51
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<223> secuencia amplificada tcfll

<400> 44
ccaaggaaga gaacgttgac atagaaggct ctttgtgttt ttccttgtct tttgtcctca

gacttgatcc tgctcccteg g

<210> 45
<211> 80
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada zicl

<400> 45
cgcgctccga gaatttaaag atccacaaaa ggacgcacac agggagaage ccttcaagtg

cgagtttgag ggctgtgacc

<210> 46
<211>81
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada KLF5

<400> 46
tttaacccca cctccatcct atgctgctac aattgettct aaactggcaa ttcacaatcc

aaatttaccc accaccctge ¢

<210> 47
<211> 77
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada HMGA1

<400> 47
ccccaggecag accttatatg agacatggga gtcccaccgt attgtccagg ctggtctcga

actcctgacc tcaagca

<210> 48
<211>81
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia amplificada HMGB3

<400> 48
cgctatgatc gggaaatgaa ggattatgga ccagctaagg gaggcaagaa gaagaaggat

cCtaatgctc ccaaaaggcc a

<210> 49
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> cebador directo cd133

<400> 49
tccacagaaa tttacctaca ttggaa 26

<210>50
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso cd133

<400> 50
gggtcagcag agagcagatg a 21

<210>51
<211>29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda cd133

<400> 51
agtatgattc atactggtgg ctgggtggc 29

<210> 52
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo ¢ myc

<400> 52
gctggatttt tttcgggtag tg 22

<210> 53
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso ¢ myc

<400> 53
tagttcctgt tggtgaagct aacg 24

<210> 54
<211>18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda ¢ myc

<400> 54
cagcagcctc ccgegacg 18

<210> 55
53
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<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo nanog

<400> 55
ccgaagaata gcaatggtgt ga 22

<210> 56
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso nanog

<400> 56
gcatccctgg tggtaggaag a 21

<210>57
<211>25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda nanog

<400> 57
cagcacctac ctaccccagc cttta 25

<210> 58
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo oct4

<400> 58
aacccggagg aggtagtcct t 21

<210> 59
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso oct4

<400> 59
aataacctac ccacaaatgt cattca 26

<210> 60
<211>25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda oct4

<400> 60
54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2621 824 T3

catgcatgag tcagtgaaca gggaa 25

<210> 61
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo tcfll

<400> 61
ccaaggaaga gaacgttgac atag 24

<210> 62
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso tcfll

<400> 62
ccgagggagc aggatcaag 19

<210> 63
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda tcfll

<400> 63
aggctctttg tgtttttcct tgtcttttgt cc 32

<210> 64
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo zicl

<400> 64
cgcgctccga gaatttaaag 20

<210> 65
<211>20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso zicl

<400> 65
cggtcacagc cctcaaactc 20

<210> 66
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
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<223> sonda zicl

<400> 66
tccacaaaag gacgcacaca ggg 23

<210> 67
<211>23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo KLF5

<400> 67
tttaacccca cctccatcct atg 23

<210> 68
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso KLF5

<400> 68
ggcagggtgg tgggtaaatt 20

<210> 69
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda KLF5

<400> 69
tgcttctaaa ctggcaattc acaatc 26

<210>70
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo HMGA1

<400> 70
ccccaggceag accttatatg ag 22

<210>71
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso HMGA1

<400> 71
tgcttgaggt caggagttcg a 21

<210> 72
<211> 25
<212> ADN
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<213> artificial

<220>
<223> sonda HMGA1

<400> 72
catgggagtc ccaccgtatt gtcca 25

<210> 73
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo HMGB3

<400> 73
cgctatgatc gggaaatgaa g 21

<210> 74
<211>20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso HMGB3

<400> 74
tggccttttg ggagcattag 20

<210> 75
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda HMGB3

<400> 75
attatggacc agctaaggga ggcaag 26

<210> 76
<211>31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sentido HES1 3'UTR

<400> 76
aaaatctaga cagttcgaag acataaaagc ¢ 31

<210>77
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador antisentido HES1 3'UTR

<400> 77
aaaatctaga aacgcagtgt caccttcc 28
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<210>78
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> cebador sentido para la mutagénesis especifica del sitio de unién a miR-199b-5p en HES1 3'UTR

<400> 78
aacaggaact tgaatatttg tagagaagag gacttt 36

<210>79
<211> 17
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo beta actina

<400> 79
cgtgetgetg accgagg 17

<210> 80
<211>24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso beta actina

<400> 80
gaaggtctca aacatgatct gggt 24

<210> 81
<211>18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo beta actina

<400> 81
gccaaccgcg agaagatg 18

<210> 82
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso beta actina

<400> 82
acagcctgga tagcaacgta ca 22

<210> 83
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda beta actina
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<400> 83
cccaatcatg tttgagacct tcaac 25

<210> 84
<211>18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sentido PDGFR-B

<400> 84
aggttgctga cgagggcc 18

<210> 85
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador antisentido PDGFR-B

<400> 85
gotgttgact tcattcaggg tg 22

<210> 86
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sentido PDGFR-A

<400> 86
tcaaggcaga aataggcagc a 21

<210> 87
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador antisentido PDGFR-A

<400> 87
tggacgtcga tcaggtcca 19

<210> 88
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sentido SPARC

<400> 88
ttgcctggac tctgagctga 20

<210> 89
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> cebador antisentido SPARC

<400> 89
gggtgaccag gacgttcttg 20

<210> 90
<211>18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sentido ILF3

<400> 90
ccgacacgcc aagtggtt 18

<210>91
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador antisentido ILF3

<400> 91
acacaagact tcagcccgtt g 21

<210> 92
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sentido MYBL2

<400> 92
agcaagtgca aggtcaaatg g 21

<210> 93
<211> 17
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador antisentido MYBL2

<400> 93
ggccctcagc tgctcgt 17

<210> 94
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador sentido TEAD4

<400> 94
tcggacgagg agggcaagat g 21

<210> 95
<211> 20

60



<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador antisentido TEAD4

<400> 95
gatgtagcgg gcaatcagct 20
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REIVINDICACIONES
1. Oligonucledtido que tiene una secuencia que comprende o que consiste en la siguiente secuencia:

CCAGAGGACACCTCCACTCCGTCTACCCAGTGTTTAGACTATCTGTTCA
GGACTCCCAAATTGTACAGTAGTCTGCACATTGGTTAGGCTGGGCTG

GGTTAGACCCTCGG (SEQ ID NO: 1)
0 que comprende o que consiste en la secuencia ribonucleotidica correspondiente:

CCAGAGGACACCUCCACUCCGUCUACCCAGUGUUUAGACUAUCUG
UUCAGGACUCCCAAAUUGUACAGUAGUCUGCACAUUGGUUAGGCU

GGGCUGGGUUAGACCCUCGG (SEQID NO: 10)
0 que comprende o0 que consiste en una parte de la SEQ ID No: 10:
CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (SEQ ID NO:11)

para su uso en el tratamiento y/o prevencién de tumores caracterizado por la expresion del gen CD133, escogido
en el grupo que consiste en meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon y carcinoma mamatrio.

2. Oligonucledtido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, portado por un vector virico o a través de
tecnologia SNALP, tecnologia LNA, o que tiene el grupo O-2-metilo modificado por la unién de una molécula de
colesterol Gnica a través de un enlazador Ci.7.

3. Oligonucledtido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el vector virico es un vector adenovirico.

4. Oligonucleétido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el vector adenovirico es un vector AdV5
que tiene la secuencia de mapa gendémico mostrada en la figura 16, consistiendo dicho vector en 6217 pb con un
promotor de CMV, en el que la secuencia que consiste en o que comprende la SEQ ID NO:1 se ha clonado en los
sitios de restriccion Xhol/HindlIl.

5. Un método de diagndstico in vitro para evaluar el estadio histopatolégico de un tumor y la presencia de metastasis
por la deteccién, en una muestra bioldgica, de la expresiéon de la secuencia que comprende o que consiste en la
SEQ ID NO:1, y en uno o mas genes expresados en las células madre de cancer escogidas entre CD133, c-myc,
nanog, oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5, HMGA1, HMGBS3, estando dicho tumor escogido del grupo que consiste en
meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon, y carcinoma mamario.

6. Método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la deteccién de la expresion de la secuencia que comprende
0 que consiste en la SEQ ID NO:1 se hace por PCR en tiempo real usando los siguientes cebadores de
amplificacion:

cebador directo: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID NO:3)
cebador inverso: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID NO:4)

y un par de cebadores de control que se usaran para normalizar el valor de expresion de la secuencia.

7. Método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que los cebadores de control que se usaran para normalizar el
valor de expresion de la secuencia son los siguientes:

cebador directo: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TTG C (SEQ ID NO: 5)
cebador inverso: GGG CCA TGC TAATCT TCT CTG T (SEQ ID NO: 6)

8. Método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la deteccién de la expresion de la secuencia que comprende
0 que consiste en la SEQ ID NO:1 comprende las siguientes etapas:

a) retrotranscripcion del ARN; y b) expresion de dicha secuencia por ensayo TagMan usando las siguientes
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secuencias de cebadores y de sonda:

cebador directo: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)
cebador inverso: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID NO:9)

9. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 5 a 8, en el que dicho uno o mas genes se
detectan por PCR en tiempo real por amplificaciéon de al menos una de las siguientes secuencias:

CD133:
CTATGTGGTACAGCCGCGTGATTTCCCAGAAGATACTTTGAGAAAATT
CTTACAGAAGGCATATGAATCCAA AATTGATTA (SEQ ID NO: 13)
c-myc:
AGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTT (SEQ ID NO: 14)
Nanog:
GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGCCTCACACGGAGACTGTCTCTCCTC
TTCCTTCCTCCATGGATCTGCTTATTCAGGACAGC (SEQ ID NO: 15)
Oct4:
ACTGCAGCAGATCAGCCACATCGCCCAGCAGCTTGGGCTCGAGAAG G
ATGTGGTCCGAGTGTGGTTCTGTAACCGGCGCCA (SEQ ID NO: 16)
TCFL1:

CCGCGGGACTATTTCGCCGAAGTGAGAAGGCCTCAGGACAGCGCGT TCTTT (SEQ ID NO: 17)
ZIC1:
CAGTTCGCTGCGCAAACACATGAAGGTCCACGAATCCTCCTCGCAGG GCTC (SEQ ID NO:18)
KLF5:

GCATCCACTACTGCGATTACCCTGGTTGCACAAAAGTTTATACCAAGT

CTTCTCA (SEQ ID NO: 19)
HMGAL:
AAAAACAAGGGTGCTGCCAAGACCCGGAAAACCACCACAACTCCAG GAAGG (SEQ ID NO:20)
HMGBS:
TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGGTGGAAGACGATGTCCGGGAAAGA GAAA (SEQ ID NO:21);
usando los siguientes pares de cebadores de amplificacion:
CD133:

Cebador directo: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22)
Cebador inverso: TAATCAATTTTGGATTCATATGCCTTC (SEQ ID NO:23)

c-myc
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cebador directo: ATGAGGAGACACCGCCCAC (SEQ ID NO:24)
cebador inverso: AACATCGATTTCTTCCTCATCTTCTT (SEQ ID NO:25)

Nanog:

cebador directo: GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGC (SEQ ID NO:26)
cebador inverso: GCTGTCCTGAATAAGCAGATCCAT (SEQ ID NO:27)

Oct4:

cebador directo: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28)

cebador inverso: TGGCGCCGGTTACAGAAC (SEQ ID NO:29)
TCFL1:

cebador directo: CCGCGGGACTATTTCGC (SEQ ID NO:30)

cebador inverso: AAAGAACGCGCTGTCCTGAG (SEQ ID NO:31)
ZIC1:

cebador directo: CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32)

cebador inverso: GAGCCCTGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33)
KLF5:

cebador directo: GCATCCACTACTGCGATTACCC (SEQ ID NO:34)

cebador inverso: TGAGAAGACTTGGTATAAACTTTTGTGC (SEQ ID NO:35)
HMGAL:

cebador directo: AAAAACAAGGGTGCTGCCAA (SEQ ID NO:36)

cebador inverso: CCTTCCTGGAGTTGTGGTGGT (SEQ ID NO:37)
HMGB3:

cebador directo: TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGG (SEQ ID NO:38)
cebador inverso: TTTCTCTTTCCCGGACATCG (SEQ ID NO:39)

y usando los siguientes pares de cebadores que se usaran para normalizar la expresion de las secuencias génicas:

cebador directo: CGT GCT GCT GAC CGA GG (SEQ ID NO:79)
cebador inverso: GAA GGT CTC AAA CAT GAT CTG GGT (SEQ ID NO:80)

10. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que dicho uno o0 mas genes se
detectan por ensayo TagMan en tiempo real por amplificacién de al menos una de las siguientes secuencias:

cd133

TCCACAGAAATTTACCTACATT

GGAAGAGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGCCTGGTCATCTGCT
CTCTGCTGACCC (SEQ ID NO:40)

c myc
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GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCT
CCCGCGACGATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTA (SEQID
NO:41)

nanog:

CCGAAGAATAGCAATGGTGTGACGCAG
AAGGCCTCAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTACTCTTCCTACCACCA
GGGATG (SEQ ID NO:42)

oct4:

AACCCGGAGGAGGTAGTCCTTTGTTACATGCATGAGTCAGTGAACAG

GGAATGGGTGAATGACATTTGTGGGTAGGTTATT (SEQ ID NO:43)
tcfll:

CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAGAAGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGT

CTTTTGTCCTCAGACTTGATCCTGCTCCCTCGG (SEQ ID NO:44)
zic 1:
CGCGCTCCGAGAATTTAAAGATCCACAAAAGGACGCACACAGGGAGA

AGCCCTTCAAGTGCGAGTTTGAGGGCTGTGACC (SEQ ID NO:45)
KLF5:

TTTAACCCCACCTCCATCCTATGCTGCTACAATTGCTTCTAAACTGGC

AATTCACAATCCAAATTTACCCACCACCCTGCC (SEQ ID NO:46)
HMGAL:

CCCCAGGCAGACCTTATATGAGACATGGGAGTCCCACCGTATTGTCC

AGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAAGCA (SEQ ID NO:47)
HMGB3:

CGCTATGATCGGGAAATGAAGGATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAA

GAAGAAGAAGGATCCTAATGCTCCCAAAAGGCCA (SEQ ID NO:48);

usando los siguientes cebadores y sondas para la amplificacion:

cd 133
cebador directo: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID NO:49)

cebador inverso: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51)
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¢ myc:

cebador directo: GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52)
cebador inverso: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)
sonda: CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

nanog:

cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

oct 4:

cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO:59)
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)

tcfll:

cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
cebador inverso: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63)

zic 1:

cebador directo: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
cebador inverso: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)

KLF5:

Cebador directo: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
Cebador inverso: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)

HMGAL:

Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)
sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)

HMGB3:

cebador directo: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
cebador inverso: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

y usando el siguiente par de cebador y sonda para normalizar la expresion de las secuencias génicas:

cebador directo: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO: 81)
cebador inverso: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO: 82)
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO: 83)

11. Kit de diagndstico in vitro para evaluar el estadio histopatoldgico del tumor, estando dicho tumor escogido del
grupo que consiste en meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon, y carcinoma mamario, y la
presencia de las metastasis, mediante la deteccion de la expresion de la secuencia que comprende o que consiste
en la secuencia SEQ ID NO:1, en una muestra bioldgica, por PCR en tiempo real y la deteccién de uno o méas genes
expresados en las células madre de cancer escogidas entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5,
HMGA1, HMGB3, comprendiendo o consistiendo dicho kit en:

a) los siguientes cebadores de amplificacién de dicha secuencia que comprende o que consiste en SEQ ID
NO:1:
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cebador directo: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID NO:3)
cebador inverso: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID NO:4)

b) un par de cebadores de control para normalizar el valor de expresién de dicha secuencia;

c) los siguientes uno o mas pares de cebadores y sondas para detectar las secuencias de dicho uno o mas

genes:

cd 133

¢ myc:

nanog:

oct 4.

tefl 1:

zic 1:

KLF5:

HMGAL:

HMGB3:

cebador directo: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID NO:49)
cebador inverso: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51)

cebador directo: GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52)
cebador inverso: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)
sonda: CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO: 59)
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)

cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
cebador inverso: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63)

cebador directo: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
cebador inverso: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)

Cebador directo: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
Cebador inverso: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)

Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)
sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)

cebador directo: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
cebador inverso: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

d) los siguientes cebadores y sondas para normalizar la expresién de dichas secuencias génicas:
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cebador directo: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO: 81)
cebador inverso: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO: 82)
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO: 83)

12. Kit de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dichos cebadores de control en b) para normalizar la expresién

de la secuencia son los siguientes:

cebador directo: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TTG C (SEQ ID NO: 5)
cebador inverso: GGG CCA TGC TAATCT TCT CTG T (SEQ ID NO: 6)

13. Kit de diagnéstico in vitro para evaluar el estadio histopatolégico del tumor, estando dicho tumor escogido del
grupo que consiste en meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon, y carcinoma mamario, y la
presencia de metastasis, mediante la deteccién, en una muestra biolégica, usando PCR en tiempo real Tagman, de
la expresion de la secuencia que comprende o que consiste en la SEQ ID NO:1 y la deteccion de uno o0 mas genes
expresados en las células madre de cancer escogidas entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5,

HMGA1, HMGB3, comprendiendo o consistiendo dicho kit en:

al) los siguientes cebadores y la sonda para la deteccion de la expresion de dicha secuencia que

comprende o que consiste en la SEQ ID NO: 1:

b1) los siguientes uno o mas pares de cebadores y sondas relacionadas para detectar la expresion de dicha

cebador directo: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)
cebador inverso: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)

sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID NO:9)

una o mas secuencias génicas:

cd 133

¢ myc:

nanog:

oct 4:

tefll:

zic 1:

cebador directo: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID NO:49)
cebador inverso: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51)

cebador directo: GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52)
cebador inverso: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)
sonda: CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO:59)
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)

cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
cebador inverso: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63)

cebador directo: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
cebador inverso: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)
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KLF5:
Cebador directo: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
Cebador inverso: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)
HMGAL:
Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)
sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)
HMGB3:

cebador directo: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
cebador inverso: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

cl) los siguientes pares de cebadores y sonda para hormalizar la expresion de dichas secuencias génicas:
cebador directo: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO: 81)

cebador inverso: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO: 81)
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO: 83)
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ACCTTATTTT
GGGLGTGGGA
GCGGAACACA
CACAGGAAGT
CCGAGT AAGA
ATTTTGTGTT
ATAMCTTALCG
AATAATGACG
GGAGTATTTA
GCCCCCTATT
CTTATGGGAC
GATGLGETTT
AAGTCTCCAC
TCCAAAATGT
GEAGGTCTAT
GGTCGACGGT
TAGAGCGGCC
AAACCACAAC
CTTTATTTGT
TTATGTTTCA
AATGTGGTAT
ACCTCTTGAC
AGCAGACAAG
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GGATTGAAGC
ACGGLGEGHG
TGTAAGLGAC
GACAATTTTC
TTTGGLCATT
ACTCATAGLG
GTAAATGGCC
TATGTTCCCA
COETAAACTG
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TTITCCTACTT
TGECAGTACA
CCCATTGACG
COTAACAACT
ATAAGCAGAG
ATCGATAAGC
GCCACCGOGG
TAGAATGCAG
AACCATTATA
GG TCAGGLGE
GECTGATTAT
ACATGCAGCT
COOGT CAGGG

CAATATGATA
TGACGTAGT A
GGATGTGGCA
GLOCGLTTTT
TTCGCGOGAA
COTAATATTT
CGCCTGGLTG
TAGTAACGCC
COCACTTGRC
ACGGTAAATG
GOCAGT ACAT
TCAATGGGLG
TCAATGGGAG
CCOOCCCATT
CTCGTTTAGT
TTGATATCGA
GGAGAT CCAG
TGAAAAAAAT
AGCTGCAATA
GAGGTGT GGG
GATCCOGOCT
CCCOLAGACG
CGLGTCAGLG
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GGTGTTGGCG
CTGGAAGGT G
TAAACATATT
CTGGTGCTG
TACTGAAATG
GTAGITTTGT
AAGCATTGTG
TGTGATGGGC
CTACGAGACC
TGCAGCCACC
TGCAGCTTCC
TTCTTTGACC
TTCTGCCCTG
CTCTGTTTGG
GCGGTAGGCC
GTGGTAAAGG
GTAGCACCAC
GGAGCGCTGG
GCCCTTGGTG
GAGATGCATC
ATTCATGITG
TAGCTTAGAA
CATGCATTCG
TCTGGGATCA
AAAGCGCGGG
GTTACCCTCA

CCGCAGACGG
AGGTTTCCCC
CGCTCGGIGA
ACCGATGCCC
TATCGTCGCC
AGCGCTCTGG
GTCGCTTGCG
CACCAAACGT
CTACGTCTTG
CGCTTCCGGC
CGACCATCAG
GCTGGCGITT
TCAGAGGT GG
CCTCGTGCGC
TTCGGGAAGC
CGITCGCTCC
ATCCGGTAAC
AGCCACTGGT
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GGT GT CGGGG
CTGAGGTACG
AGGAACCAGC
GCCTGCACCC
TGT GGGCGTG
ATCTGITTTG
AGCTCATATT
TCCAGCATTG
GTGTCTGGAA
GCCCGCGGGA
CGTTCATCCG
CGGGAACTTA
AAGGCTTCCT
ATTTGGATCA
CGGGACCAGC
TGACTCTGGA
TGCAGAGCTT
GCGTGGTGCC
TAAGTGTTTA
TTGGACTGTA
TGCAGAACCA
GGAAAT GCGT
TCCATAATGA
CTAACGTCAT
CGGAGGGTGC
CAGATTTGCA
ATGAAGAAAA
AGCTGCGACT
TAGTTAAGAG
TCCCTGACTC
AGCAGITCTT
CTTTTGAGCG
GCATCTCGAT
GTAGTCGGTG
TCAGCGTAGT
GCTTGAGGCT
GGTAGCATTT
GCTTGCCCTT
TGGGCGCGAG
TCTCGCATTC
CATGCTTTTT
CGAAAAGGCT
TTGAGAGCCT
GCACTTATGA
GTCATTTTCG
GTATTCGGAA
TTCGGCGAGA
CTGGCGTTCG
GGCATCGGGA
GGACAGCTTC
TTCCATAGGC
CGAAACCCGA
TCTCCTGITC
GTGGCGCTTT
AAGCTGGGCT
TATCGTCTTG
AACAGGATTA

CGCAGCCATG
ATGAGACCCG
CTGTGATGCT
GCGCTGAGTT
GCTTAAGGGT
CAGCAGCCGC
TGACAACGCG
ATGGTCGCCC
CGCCGTTGGA
TTGTGACTGA
CCCGCGATGA
ATGTCGITTC
CCCCTCCCAA
AGCAAGIGTC
GGTCTCGGTC
TGTTCAGATA
CATGCTGCGG
TAAAAATGTC
CAAAGCGGTT
TTTTTAGGTT
CCAGCACAGT
GGAAGAACTT
TGGCAAT GGG
AGITGTIGITC
CAGACTGCGG
TTTCCCACGC
CGGTTTCCGG
TACCGCAGCC
AGCTGCAGCT
GCATGTTTTC
GCAAGGAAGC
TTTGACCAAG
CCAGCATATC
CTCGTCCAGA
CTGGGTCACG
GGTCCTGCTG
GACCATGGTG
GGAGGAGGCG
AAATACCGAT
CACGAGCCAG
GATGCGITTC
GTCCGTGTCC
TCAACCCAGT
CTGTCTTCTT
GCGAGGACCG
TCTTGCACGC
AGCAGGCCAT
CGACGCGAGG
TGCCCGCGTT
AAGGCCAGCA
TCCGLCCCCC
CAGGACTATA
CGACCCTGCC
CTCATAGCTC
GTGTGCACGA
AGTCCAACCC
GCAGAGCGAG

AGGTCGACTC
CACCAGGTGC
GGATGTGACC
TGGCTCTAGC
GGGAAAGAAT
CGCCGCCATG
CATGCCCCCA
CGTCCTGCCC
GACTGCAGCC
CTTTGCTTTC
CAAGTTGACG
TCAGCAGCTG
TGCGGTTTAA
TTGCTGTCTT
GTTGAGGGTC
CATGGGCATA
GGTGGTGITG
TTTCAGTAGC
AAGCT GGGAT
GGCTATGTTC
GTATCCGGTG
GGAGACGCCC
CCCACGGGCG
CAGGATGAGA
TATAATGGTT
TTTGAGTTCA
GGTAGGGGAG
GGTGGGCCCG
GCCGTCATCC
CCTGACCAAA
AAAGTTTTTC
CAGTTCCAGG
TCCTCGTTTC
CGGGCCAGGG
GT GAAGGGGT
GTGCTGAAGC
TCATAGTCCA
CCGCACGAGG
TCCGGGGAGT
GTGAGCTCTG
TTACCTCTGG
CCGTATACAG
CAGCTCCTTC
TATCATGCAA
CTTTCGCTGG
CCTCGCTCAA
TATCGCCGGC
CTGGATGGCC
GCAGGCCATG
AAAGGCCAGG
TGACGAGCAT
AAGATACCAG
GCTTACCGGA
ACGCTGTAGG
ACCCCCCaGTT
GGTAAGACAC
GTATGTAGGC
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GAGGAGCTGA
GATGAAGATA
ATATAAGGT G
AGCACCAACT
TGGGCCGGGG
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TCCGCCGCCG
CTGAGCCCGC
GCTCTTTTGG
TTGGATCTGC
AACATAAATA
TATTTAGGGG
CTGTGTATTT
AGCCCGTCTC
TAGATGATCC
AAGCTGATTG
GGGT GCATAC
CCAGCCATAT
CACTTGGGAA
TTGTGACCTC
GCGGCCTGGG
TCGTCATAGG
CCATCCGGCC
GATGGGGGGA
ATCAGCTGGG
TAAATCACAC
CTGAGCAGGG
TCCGCCAGAA
AACGGTTTGA
CGGTCCCACA
GCGGGTTGGG
TCATGTCTTT
GCGCTCCGGG
GCTGCCGGTC
GCCCCTCCGC
GGCAGTGCAG
AGGCATCCGC
GCCGTTCGGG
TTTCCATGAG
ACTTGAGAGG
CGGT GGGCGC
CTCGTAGGAC
AGCGCGACGA
GCCTTCGTCA
ATGGCGGCCG
TTCCCCATTA
CTGT CCAGGC
AACCGTAAAA
CACAAAAATC
GCGTTTCCCC
TACCTGICCG
TATCTCAGTT
CAGCCCGACC
GACTTATCGC
GGTGCTACAG

GGTGGCAGAT
AGTGTGGCGG
GGCCCGATCA
CAGATTGAGG
GGGGTCTTAT
CGITTGATGG
TGCGTCAGAA
CTACCTTGAC
CTTCAGCCGC
TTGCAAGCAG
CACAATTGGA
GCCAGCAGGT
AAAAACCAGA
TTTTGCGCGC
TTTCCAGGAC
TGGGGTGGAG
AGTCGTAGCA
CCAGGGGCAG
GT GGGGATAT
CCCTCCGGGG
ATTTGTCATG
CAAGATTTTC
CGAAGATATT
CCATTTTTAC
CAGGGGCGTA
TCATGTCTAC
AAGAAAGCAG
CTATTACCGG
GGGCCACTTC
GGCGCTCGCC
GACCGTCCGC
GCTCGGTCAC
GCGGCTTTCG
CCACGGGCGC
CTGCGCGCTG
TTCGCCCTGC
GGCGTGGCCC
ACTTTTGAGG
GCCGCAGGCC
GTCAAAAACC
CCGGTGTCCA
CCTGTCCTCG
GGGGCATGAC
AGGT GCCGGC
TGATCGGCCT
CTGGTCCCGC
ACGCGCTGGG
TGATTAITCT
AGGTAGATGA
AGGCCGCGTT
GACGCTCAAG
CTGGAAGCTC
CCTTTCTCCC
CGGT GTAGGT
GCTGCGCCTT
CACTGGCAGC
AGTTCTTGAA
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GTGGTGGCCT
GCCAGTTACC
TAGCGGTGGT
AGATCCTTTG
GATTTTGGTC
AAGTTTTAAA
AATCAGTGAG
CCCCGTCGTG
GATACCGCGA
AAGGGCCGAG
TTGCCGGGAA
TGCTGCAGGC
CCAACGATCA
CGGTCCTCCG
AGCACTGCAT
GTACTCAACC
GTCAACACGG
ACGITCTTCG
ACCCACTCGT
AGCAAAAACA
AATACTCATA
GAGCGGATAC
TCCCCGAAAA
AAATAGGCGT
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ATGAGATTAT
TCAATCTAAA
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TAGATAACTA
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CGCAGAAGTG
GCTAGAGTAA
ATCGTGGTGT
AGGCGAGTTA
ATCGTTGTCA
AATTCTCTTA
AAGTCATTCT
GATAATACCG
GGGCGAAAAC
GCACCCAACT
GGAAGGCAAA
aaTccaTT
ATATTTGAAT
GITGCCACCTG
ATCACGAGGC

ACACTAGAAG
GAGTTGGTAG
GCAAGCAGCA
CGGGGTCTGA
CAAAAAGGAT
GTATATATGA
CAGCGATCTG
CGATACGGGA
CACCGGCTCC
GTCCTGCAAC
GTAGTTCGCC
CACGCTCGTC
CATGATCCCC
GAAGTAAGTT
CTGTCATGCC
GAGAATAGTG
CGCCACATAG
TCTCAAGGAT
GATCTTCAGC
ATGCCGCAAA
TTCAATATTA
GTATTTAGAA
ACGTCTAAGA
CCTTTCGTCT

Fig. 16¢
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GACAGTATTT
CTCTTGATCC
GATTACGCGC
CGCTCAGT GG
CTTCACCTAG
GTAAACTTGG
TCTATTTCGT
GGGCTTACCA
AGATTTATCA
TTTATCCGCC
AGTTAATAGT
GITTGGTATG
CATGITGTGC
GGCCGCAGT G
ATCCGTAAGA
TATGCGGCGA
CAGAACTTTA
CTTACCGCTG
ATCTTTTACT
AAAGGGAATA
TTGAAGCATT
AAATAAACAA
AACCATTATT
TCAAGAA

GGTATCTGCG
GGCAAACAAA
AGAAAAAAAG
AACGAAAACT
ATCCTTTTAA
TCTGACAGIT
TCATCCATAG
TCTGGCCCCA
GCAATAAACC
TCCATCCAGT
TTGCGCAACG
GCTTCATTCA
AAAAAAGCGG
TTATCACTCA
TGCTTTTCTG
CCGAGTTGCT
AAAGTGCTCA
TTGAGATCCA
TTCACCAGCG
AGGGCGACAC
TATCAGGGTT
ATAGGGGTTC
ATCATGACAT

CTCTGCTGAA
CCACCGCTGG
GATCTCAAGA
CACGTTAAGG
ATTAAAAATG
ACCAATGCTT
TTGCCTGACT
GTGCTGCAAT
AGCCAGCCGG
CTATTAATTG
TTGTTGCCAT
GCTCCGGTTC
TTAGCTCCTT
TGGTTATGGC
TGACTGGTGA
CTTGCCCGGC
TCATTGGAAA
GITCGATGTA
TTTCTGGGTG
GGAAATGTTG
ATTGTCTCAT
CGCGCACATT
TAACCTATAA
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