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DESCRIPCIÓN 

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

[0001] Esta invención se refiere al uso de MicroRNA-199b-5p en los campos médico y de diagnóstico. 5 
Particularmente, esta invención se refiere al uso del miR199b-5p en la terapia contra el cáncer y como un marcador 
histopatológico y de metástasis. 
 
[0002] Los MicroRNA (miRNA) son ARN monocatenarios de ~22 nucleótidos de longitud, y constituyen una clase 
novedosa de reguladores genéticos [1]. En los animales, los miRNA tienen efectos reguladores a través de su unión 10 
a sitios complementarios imperfectos dentro de las regiones 3' no traducidas (3'UTR) de sus dianas de ARNm. La 
expresión 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 (regulación ascendente de miR-21) [5], neoplasia colorrectal (miR-143, miR-145 regulado en descenso) 
[6], cáncer de pulmón (miR-29) [7], y cáncer de mama (miR-10b) [8], con varios tipos de tumor adicionales bajo 15 
análisis. 
 
[0003] Los meduloblastomas (MB) son los tumores cerebrales malignos más 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 20 
punto de vista clínico, los tratamientos multimodales actuales incluyen resección quirúrgica radical seguida de 
radiación 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 diseminación tumoral, momento en el que las opciones terapéuticas actuales tienen poca eficacia [13]. Estos 
tratamientos también son tóxicos y pueden conducir a incapacidades a largo plazo [14-16]. En consecuencia, existe 25 
una necesidad sustancial de terapias novedosas, eficaces y de baja toxicidad para niños con meduloblastoma. 
 
[0004] Las células de MB también pueden contener subconjuntos funcionalmente importantes de células con 
propiedades tipo células madre que son capaces únicamente 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-30 
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 número de copias del gen Notch2 aumentado en el 15 % de los MB [12, 20]. La 
expresión persistente de bHLH HES1, el principal gen de respuesta a Notch, impide tanto la migración de células 35 

progenitoras neurales fuera de la zona ventricular como la expresión de los marcadores neuronales [21]. Los ratones 
que carecen de Hes1 muestran neurogénesis prematura, visto como la regulación ascendente de los factores de 
transcripción 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-renovación, con un compromiso hacia un linaje 
neuronal [23]. 40 
 
[0006] Significativamente, la expresión de HES1 en el MB se ha asociado a un peor resultado clínico [24]. Ha de 
apreciarse que, se ha postulado una interacción con Sonic-Hedgehog (Shh) en el desarrollo de precursores de 
células granulares [25], ya que tiene intercomunicación con otras rutas, por ejemplo, el gen del grupo panal de abeja 
BMI-1 [26]. 45 
 
[0007] El documento WO 2007/081720 describe y reivindica la aplicación de miR-199b para la terapia y 
diagnóstico de cáncer de pulmón. 
 
[0008] En el documento WO 2008/094545, se indica y se reivindica la aplicación de un antagonista de miR-199b 50 
para la terapia y diagnóstico de leucemia mieloide aguda. 
 
[0009] Es evidente la necesidad de una nueva intervención médica para la curación del meduloblastoma y para el 
diagnóstico precoz mediante marcadores histopatológicos y la detección de metástasis. Los autores de esta 
invención han demostrado que la expresión de miRNA 199b-5p se pierde en pacientes metastásicos y postulan un 55 
mecanismo de regulación tras el silenciamiento epigenético a través de procesos de metilación que se producen 
durante la carcinogénesis, identificando un nuevo marcador molecular para una clase de bajo riesgo en pacientes 
con MB. La sobreexpresión de MiR-199b-5p bloquea la expresión de varios genes de células madre de cáncer, 
altera el potencial de injerto de células de MB en el cerebelo de ratones atímicos/sin pelo, y de particular interés, 
disminuye la subpoblación de células tipo células madre de tumor de MB (CD133+). Por esta razón, puede usarse 60 
miR-199b-5p como terapia contra el cáncer, así como un marcador para determinar el estado histopatológico de los 
tumores y para el conocimiento de la presencia o ausencia de metástasis. Los autores en esta invención han 
identificado que la expresión de miR-199-5p se pierde en pacientes metastásicos y se postula que esta pérdida se 
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debe a un mecanismo de silenciamiento durante la carcinogénesis. Los autores han identificado un nuevo marcador 
molecular para una clase específica 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 cáncer de cerebelo ortotópico de xenoinjerto muestran la alteración del crecimiento y la tumorigénesis in 
vivo, en el cerebelo. Por estas razones, el miR-199b-5p puede usarse en una terapia contra el cáncer, así como para 5 
propósitos de diagnóstico como marcador del estado histopatológico de los tumores y para la correlación con 
respecto a la presencia o ausencia de metástasis como marcador predictivo. 
 
[0010] Los autores en un cribado de líneas celulares de MB, encontraron el miR-199b-5p como regulador de la 
ruta de señalización de Notch a través de su direccionamiento del factor de transcripción HES1. La regulación 10 
descendente de la expresión de HES1 por miR-199b-5p regula negativamente la tasa de proliferación y el 
crecimiento independiente de anclaje de células de MB. La sobreexpresión de MiR-199b-5p bloquea la expresión de 
varios genes de células madre de cáncer, altera el potencial de injerto de células de MB en el cerebelo de ratones 
atímicos/sin pelo, y de particular interés, disminuye la subpoblación de células tipo células madre de MB (CD133+). 
En el análisis de 61 pacientes con MB, la expresión de miR 199b-5p en los casos no metastásicos fue 15 
significativamente mayor que en los casos metastásicos (P = 0,001). Los análisis de correlación estadística después 
de los datos de supervivencia para aquellos pacientes con altos niveles de expresión 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 expresión de miR-199b-5p. Estos datos que muestran la regulación descendente de miR-199b-5p en los 
pacientes de MB metastásico sugieren un potencial mecanismo de silenciamiento a través de modificaciones 20 
genéticas o epigenéticas. Tras la inducción de agentes de desmetilación (5-aza-desoxicitidina ejemplar), se observó 
una expresión de miR-199b-5p mejorada en un panel de líneas celulares de MB, que soporta un mecanismo 
epigenético de regulación de miR-199b-5p. Además, dos líneas celulares de meduloblastoma (Med8 y UV238) 
muestran un fenómeno significativo de regulación ascendente de miR-199b-5p tras el tratamiento con 5-aza-
desoxicitidina. Los autores han creado un modelo ortotópico de xenoinjerto inducido en el cerebelo cerebeloso de 25 
ratón donde la infección anterior de un adenovirus que porta miR-199b-5p en células de MB (línea celular Daoy) y su 
inyección en el cerebelo de ratones atímicos/sin pelo muestran un beneficio clínico a través de la influencia negativa 
de miR199b-5p en el crecimiento tumoral y especialmente en el subconjunto de células madre de cáncer de MB, 
proporcionando además pruebas de concepto. 
 30 
[0011] Por lo tanto, es un objeto específico de la presente invención una secuencia oligonucleotídica que 
comprende o que consiste en la siguiente secuencia:  
 

 
 35 

o que comprende o que consiste en la secuencia ribonucleotídica correspondiente:  
 

 
 

o que comprende o que consiste en una parte de la SEQ ID No: 10: 40 
 

CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (SEQ IDNO:11) 
 

para su uso en el tratamiento y/o prevención de tumores caracterizada por la expresión del gen CD133, escogido del 
grupo que consiste en meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon y carcinoma mamario. 45 
 
[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 vírico (para la secuencia 
desoxi-ribonucleotídica), por ejemplo, un vector adenoviral, tecnología SNALP (para la secuencia ribonucleotídica), 50 
tecnología LNA, o por modificación del grupo O-2-metilo a través del enlace de una molécula de unión de colesterol, 
o usando un enlazador C1-7. Particularmente, el vector adenovírico puede ser un vector AdV5 con un mapa mostrado 
en las figuras 15e16, de 6217 pb, promotor de CMV y con sitios de restricción Xhol/HindIII clonados de la secuencia 
comprendida o compuesta por la secuencia SEQ ID NO:1. 
 55 
[0014] Un objeto adicional de esta invención es un método de diagnóstico in vitro para las evaluaciones del estadio 
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histopatológico (fase) del tumor o la definición de la presencia o ausencia de metástasis a través de la investigación 
en una muestra biológica de la expresión de la secuencia comprendida o consistente en la SEQ ID NO:1 junto con 
uno o más genes expresados en la célula madre de cáncer escogida entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, 
ZIC1, KLF5, HMGA1, HMGB3. 
 5 
[0015] En particular, los tumores pueden seleccionarse dentro del grupo que consiste en carcinoma de colon, 
meduloblastoma, glioblastoma, carcinoma mamario, linfomas y carcinoma de pulmón; preferiblemente carcinoma de 
colon, meduloblastoma, glioblastoma, carcinoma mamario y linfoma; y mucho más preferiblemente carcinoma de 
colon, meduloblastoma, glioblastoma, linfoma. 
 10 
[0016] De acuerdo con una realización de la invención, el método de diagnóstico de la invención comprende los 
análisis de expresión de miR199b-5p y de CD133 aplicado al carcinoma de colon, meduloblastoma y glioblastoma. 
De acuerdo con una segunda realización, el método de diagnóstico comprende los análisis de expresión de 
miR199b-5p y de HMGA1 aplicado al carcinoma de colon, carcinoma mamario y linfoma. 
 15 
[0017] Preferiblemente, la detección de la expresión 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 amplificación: 
 

cebador directo: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID NO:3) 
cebador inverso: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID NO:4) 20 
 

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

cebador directo: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TTG C (SEQ ID NO: 5) 25 
cebador inverso: GGG CCA TGC TAA TCT TCT CTG T (SEQ ID NO: 6). 

 
[0018] Al igual que en un modo alternativo, la detección de la expresión de la secuencia que comprende o que 
consiste en la SEQ ID NO:1 comprende o consiste en las siguientes etapas: 
 30 

a) retrotranscripción del ARN; y b) expresión de dicha secuencia por ensayo TaqMan con los siguientes 
cebadores y sonda: 
 

cebador directo: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7) 
cebador inverso: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8) 35 
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID NO:9) 

 
[0019] De acuerdo con una realización particular de la presente invención, dicho uno o más genes se detectan por 
PCR en tiempo real por la amplificación de al menos una de las siguientes secuencias: 
 40 

CD133:  
 

 
 
c-myc: AGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTT (SEQ ID NO:14) 45 
 
Nanog:  
 

 
 50 
Oct4:  
 

 
 
TCFL1:  55 
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ZIC1:  
 5 

 
 
KLF5:  
 

 10 
 
HMGA1:  
 

 
 15 
HMGB3:  
 

 
 
usando los siguientes pares de cebadores de amplificación: 20 
 

CD133: 
 

Cebador directo: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22) 
Cebador inverso: TAATCAATTTTGGATTCATATGCCTTC (SEQ ID NO:23) 25 

 
c-myc 
 

cebador directo: ATGAGGAGACACCGCCCAC (SEQ ID NO:24) 
cebador inverso: AACATCGATTTCTTCCTCATCTTCTT (SEQ ID NO:25) 30 

 
Nanog: 
 

cebador directo: GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGC (SEQ ID NO:26) 
cebador inverso: GCTGTCCTGAATAAGCAGATCCAT (SEQ ID NO:27) 35 

 
Oct4: 
 

cebador directo: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28) 
cebador inverso: TGGCGCCGGTTACAGAAC (SEQ ID NO:29) 40 

 
TCFL1: 
 

cebador directo: CCGCGGGACTATTTCGC (SEQ ID NO:30) 
cebador inverso: AAAGAACGCGCTGTCCTGAG (SEQ ID NO:31) 45 

 
ZIC1: 
 

cebador directo: CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32) 
cebador inverso: GAGCCCTGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33) 50 

 
KLF5: 
 

cebador directo: GCATCCACTACTGCGATTACCC (SEQ ID NO:34) 

ES 2 621 824 T3

 



 6 

cebador inverso: TGAGAAGACTTGGTATAAACTTTTGTGC (SEQ ID NO:35) 
 
HMGA1: 
 

cebador directo: AAAAACAAGGGTGCTGCCAA (SEQ ID NO:36) 5 
cebador inverso: CCTTCCTGGAGTTGTGGTGGT (SEQ ID NO:37) 

 
HMGB3: 
 

cebador directo: TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGG (SEQ ID NO:38) 10 
cebador inverso: TTTCTCTTTCCCGGACATCG (SEQ ID NO:39) 

 
y usando los siguientes pares de cebadores para normalización de la expresión de las siguientes 
secuencias génicas: 

 15 
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) 

 
[0020] Como alternativa, dicho uno o más genes pueden detectarse por TaqMan en tiempo real para la 
amplificación de al menos una de las siguientes secuencias: 20 
 

cd133 
 
TCCACAGAAATTTACCTACATT  

 25 
 
c myc 
 
GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCT 
CCCGCGACGATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTA (SEQ ID NO:41) 30 
 
nanog:  
 

 
 35 
oct 4:  
 

 
 
tcfl1:  40 
 

 
 
zic 1:  
 45 

 
 
KLF5:  
 

 50 
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HMGA1:  
 

 
 5 
HMGB3:  
 

 
 

usando los siguientes cebadores y sondas para la amplificación: 10 
 

cd133 
 

cebador directo: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID NO:49) 
cebador inverso: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50) 15 
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51) 

 
c myc: 
 

cebador directo: GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52) 20 
cebador inverso: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53) 
sonda: CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54) 

 
nanog: 
 25 

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

 
oct 4: 30 
 

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

 35 
tcfl1: 
 

cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61) 
cebador inverso: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62) 
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63)  40 

 
zic 1: 
 

cebador directo: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64) 
cebador inverso: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65) 45 
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66) 

 
KLF5: 

 
Cebador directo: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67) 50 
Cebador inverso: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68) 
sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69) 

 
HMGA1: 
 55 

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) 5 

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

cebador directo: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81) 
cebador inverso: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82) 10 
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83) 

 
Es un objeto adicional de la presente invención, un kit de diagnóstico in vitro para evaluar el estadio histopatológico 
del tumor y la presencia de las metástasis por la detección, en una muestra biológica, a través de PCR en tiempo 
real, de la expresión de la secuencia que comprende o que consiste en la SEQ ID NO:1 y en uno o más genes 15 
expresados en las células madre de cáncer escogidas entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5, 
HMGA1, HMGB3 a través de TaqMan en tiempo real, comprendiendo o consistiendo dicho kit en: 
 

a) los siguientes cebadores de amplificación de dicha secuencia que comprende o que consiste en SEQ ID 
NO:1: 20 
 

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

b) un par de cebadores de control para la normalización del valor de expresión de dicha secuencia; 25 
c) uno o más de los siguientes pares de cebadores y sondas correspondientes para revelar la secuencia de 
dicho uno o más genes: 
 

cd133 
 30 

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

 
c myc: 35 
 

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

 40 
nanog: 
 

cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55) 
cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56) 
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57) 45 

 
oct 4: 
 

cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58) 
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO:59) 50 
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60) 

 
tcfl1: 
 

cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61) cebador inverso: 55 
CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62) 
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63) 

 
zic 1: 
 60 

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) 5 
Sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69) 

 
HMGA1: 
 

Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70) 10 
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71) 
Sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72) 

 
HMGB3: 
 15 

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 expresión de la secuencia de dichos genes: 20 
 

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

 25 
En particular, los cebadores de control presentados en b) para normalizar la expresión 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 TAA TCT TCT CTG T (SEQ ID NO: 6) 30 

 
Además, la invención se refiere a un kit de diagnóstico in vitro, para evaluar el estadio histopatológico de tumor y la 
presencia de las metástasis mediante la detección a través de ensayo TaqMan, en una muestra biológica, 
comprendiendo o consistiendo la expresión de la secuencia en la SEQ ID NO:1, y en uno o más genes expresados 
en las células madre de cáncer seleccionadas entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5, HMGA1, 35 
HMGB3, 
comprendiendo y consistiendo dicho kit de diagnóstico en: 
 

a1) los siguientes cebadores y la sonda para la detección de la expresión de dicha secuencia que 
comprende o que consiste en la SEQ ID NO:1 40 
 

cebador directo: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7) 
cebador inverso: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8) 
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID NO:9); 
 45 

b1) uno o más pares de los siguientes cebadores y as sondas correspondientes para la detección de la 
expresión de dicho uno o más genes: 
 

cd133 
 50 

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

 
c myc: 55 

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

 60 
nanog: 

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

 
oct 4: 

 5 
cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58) 
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO:59) 
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60) 

 
tcfl1: 10 

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

 15 
zic 1: 

 
cebador directo: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64) 
cebador inverso: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65) 
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66) 20 

 
KLF5: 

 
Cebador directo: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67) 
Cebador inverso: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68) 25 
Sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69) 

 
HMGA1: 

 
Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70) 30 
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71) 
Sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72) 

 
HMGB3: 

 35 
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 normalización de la expresión de la secuencia de los 40 
genes indicados anteriormente: 
 

cebador directo: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81) 
cebador inverso: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82) 
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83) 45 

 
[0021] Esta invención se describirá a modo de ilustración, pero no de manera limitativa, por su forma preferida de 
realización, con relación a las figuras adjuntas en las que: 
 

La Figura 1 muestra la función in vitro de miR199b-5b sobre la proliferación y diferenciación de células de 50 
MB Daoy. 
 

A) Análisis FACS representativo con yoduro de propidio que muestra una disminución en los 
porcentajes de células en estadio S y un aumento en G0-G1 para el clon estable 199bSC1. La 
ausencia de señales de saliente con el pico de color rojo G0-G1 en los clones 199bSC1 y 55 
199bMC1 excluye los procesos apoptóticos. B) Ensayos de proliferación mediante sal de 3-4,5-
dimetiltiazol-2-il-5-3-carboximetoxifenil-2-4-sulfofenil-2H-tetrazolio (MTS), mostrando tasas de 
proliferación disminuidas del clon 199bSC1 estable (triángulos de color rojo) y el clon 199bMC1 
(cruces de color verde), en comparación con el clon estable con el vector vacío en solitario (rombo 
de color azul). Este efecto de la sobreexpresión de miR-199b-5p se redujo mediante la transfección 60 
de 2-OM (cuadrados de color rosa). Los datos mostrados son medias ± DE de dos experimentos 
independientes, cada uno realizado por triplicado. C) Expresión de ARNm de diferenciación 
representativa (por ejemplo, MASH1, MATH3 y NEUROGENINA 2) y los marcadores de 
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proliferación (por ejemplo, c-MYC, CICLINA D1) tras la sobreexpresión de miR-199b-5p, como se 
reveló 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 formación de colonias 
alteradas en ensayos de soft-agar. La gráfica muestra colonias contadas como medias ± DE de 
tres experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado. E) La transferencia Western 5 
representativa que usa los anticuerpos anti-c-Myc y anti-ciclina D1 muestra que estas dos 
proteínas que se regularán en sentido descendente en el clon estable 199bSC1; véase también el 
análisis densitométrico en el panel derecho. F) Igual que para E, que muestra las proteínas 
GABRA6 y MATH3 reguladas en sentido ascendente después de la expresión de miR-199b, lo que 
sugiere la inducción de la diferenciación. Se usaron anticuerpos anti-Laminina-β para normalizar la 10 
expresión nuclear de las proteínas c-Myc y ciclina D1. Se usaron los anticuerpos anti-β-actina para 
normalizar la expresión de las proteínas citoplásmicas GABRA6 y MATH3. 

 
La Figura 2 muestra que la sobreexpresión de miR-199b-5p disminuye el compartimiento CD133+ de 
células Daoy. 15 
 
A-F) Los análisis FACS representativos de los clones estables 199bSC1 (D) y 199bMC1 (F) mostraron una 
disminución en el porcentaje de células que eran positivas para el marcador de células madre CD133 (B); 
A, C y E son controles negativos (sin anticuerpos). 
 20 
La Figura 3 muestra que los efectos de la sobreexpresión de miR-199b-5p se invierten mediante la 
transfección de HES1. 
 

A) Transferencia Western representativa y un análisis densitométrico que muestran que el rescate 
de la expresión de HES1 por sobreexpresión del ADNc de HES1 en el clon estable 199bSC1 25 
restaura la expresión de ciclina D1. B) Ensayo de proliferación mediante sal de 3-4,5-dimetiltiazol-
2-il-5-3-carboximetoxifenil-2-4-sulfofenil-2H-tetrazolio (MTS) que muestra una mayor velocidad de 
proliferación del clon estable 199bSC1 con expresión de HES1 (cuadrados de color azul oscuro), 
en comparación 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 30 
triplicado. C) Expresión de ARNm representativa de diferenciación (por ejemplo, MASH1, MATH3 y 
NEUROGENINA 2) y marcadores de proliferación (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 expresión de GABRA 6 y MAP2 está regulada en 
descenso en el experimento de rescate. D) El análisis FACS representativo del clon estable 35 
199bSC1 que expresa HES1 muestra un aumento en la fracción de células en estadio S, y una 
disminución en G1, con respecto al clon estable 199bSC1 en solitario. E-H) El efecto de la 
expresión de miR-199b-5p en el SP de las células Daoy se invierte por la reexpresión de HES1. El 
clon estable 199bSC1 se transfectó con ADNc de HES1 y un plásmido codificante de GFP, 
después se trató después de 48 horas con Hoechst y verapamilo (E-F) o Hoechst en solitario (G-H) 40 
y se analizó mediante FACS. Las células positivas para GFP (selección de poblaciones P5), panel 
E y G, se analizaron para determinar la presencia de células que excluían el colorante (F-H, 
selección de poblaciones P6). Las células negativas para GFP no transfectadas (selección de 
poblaciones P3), no se analizaron. 

 45 
La Figura 4 muestra la disminución de la tumorigenicidad de las células Daoy que sobreexpresan miR-
199b-5p. 
 

A) Experimento de xenoinjerto durante nueve semanas, tras la inyección s.c. de cinco ratones con 
células Daoy de control (lado CTR) y células Daoy que sobreexpresan miR-199b-5p (lado 199b). 50 
Con las células CTR, los tumores fueron detectables macroscópicamente en 5/5 ratones; con 
células de sobreexpresión, 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 estadísticamente 
significativa, como se indica (media ± DE). B) Emisión de fotones del ratón n.º 4 después de nueve 
semanas de crecimiento tumoral. El lado 199b (199bLuc-1) tenía una emisión de fotones 55 
consistentemente inferior que el lado de control (Ctl-Luc-4). También se muestran las 
comparaciones de las dimensiones tumorales. C) Cuando la emisión de fotones (véase B) se 
convirtió en el número de célula; uno de los cinco ratones no mostró que no había diferencias 
significativas (media ± DE) (prueba t no emparejada de dos colas). D) Emisión de fotones de 3 
ratones inyectados en el cuarto ventrículo con respectivamente: 199bLuc-1, Ctl-Luc-4 infectado 60 
con AdV5 mock y Ctl-Luc-4 infectado con AdV5 de miR-199b-5p. E) Cerebro entero del animal y 
sitio de inyección (flecha de color blanco). Tinción 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 estadísticamente 
significativas. G) BLI de dos ratones seleccionados que muestran el desarrollo de la carga tumoral 
con Ctl-luc4-AdV5-Mock#7, y reducción con Ctl-luc4-AdV5-199b#3 en el tiempo (0-8 semanas). H) 
Tinción con hematoxilina-eosina del cerebelo de los animales AdV5-Mock#2 y AdV5-199b#3 10 
semanas después de la inyección ortotópica, que muestra células tumorales que rodean la capa 5 
granular externa y dentro del ventrículo IV (estrella de color blanco). En color azul, tinción DAPY, 
junto con la detección de GFP. Ampliación como se indica. 

 
La Figura 5 muestra la formación de imagen molecular de alta resolución de células de MB xenoinjertado 
inyectadas en el cerebelo. 10 
Imágenes de fusión PET-CT de ratones AdV5-Mock#7 (A) y AdV5-199b#5 (B) a las 12 semanas de la 
cirugía e inyección, con representación del volumen tridimensional y visualización simultánea de áreas de 
captación de FLT (azul-verde, flechas de color blanco). Es evidente un defecto óseo más ancho en la 
porción occipito-parietal del cráneo en el ratón AdV5-Mock#7. Abajo: Tabla de medidas (cm3) de la masa 
tumoral experimentada con la adquisición de PET-CT (como se describe en Material complementario). 15 
 
La Figura 6 muestra los niveles de expresión de miR199b en cerebelo humano y en tumores, y la 
correlación con el pronóstico. 
 

A) Diagrama de cajas de los niveles de expresión de miR-199b-5p en cerebelos humanos sanos 20 
en los dos intervalos de edad indicados. MiR-199b-5p mostró mayor expresión en explantes de 
controles más jóvenes (prueba de Mann-Whitney, P = 0,006). B) Casos que expresan altamente 
MiR-199b-5p son en su mayoría M0 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 expresión de miR-199b-5p (45 pacientes con datos de seguimiento 25 
disponibles). D) Expresión de MiR-199b-5p por PCR en tiempo real en un panel de cinco líneas 
celulares de MB no tratadas o tratadas con 5-Aza-C (DAC-/+); la desmetilación inducida por 
transcripción de miR-199b-5p en dos líneas celulares: med8a y uw228. 
E) La interacción entre miR-199b-5p y la ruta Notch. 

 30 
Los pacientes M0 y M+ muestran diferentes niveles de expresión de miR-199b-5p, que podrían impulsarse 
por un mecanismo epigenético. Lado izquierdo: En condiciones de expresión de miR-199b-5p inducida (1), 
los niveles de HES1 disminuyen, aliviando la inhibición de los bHLH neurogénicos (2). Esto a su vez 
promueve un programa neurogénico y una disminución en la proliferación, células SP y CD133+ (3). Lado 
derecho: En condiciones de baja expresión de miR-199b-5p, los niveles de HES1 son mayores (1), 35 
reprimiendo los genes pro-neurales bHLH, con un consiguiente aumento de la proliferación, SP y un 
agrandamiento del compartimento de CD133+ (4). 
 
La Figura 7 muestra la asociación de la expresión de miR199b-5p con la supervivencia de los pacientes con 
MB: el análisis de Kaplan-Meier muestra los pacientes con bajo nivel de miR199b-5p con respecto a 40 
pacientes con niveles altos (percentil a 33º y 66º) de Mir-199b-5p (datos de seguimiento para 90/108 
pacientes disponibles). 
 
La Figura 8 muestra la asociación de la expresión de miR199b-5p con la supervivencia de los pacientes con 
MB: el análisis de Kaplan-Meier muestra los pacientes con bajo nivel de miR199b-5p con respecto a 45 
pacientes con niveles altos (percentil a 33º y 66º) de Mir-199b-5p (datos de seguimiento para 90/108 
pacientes disponibles). 
 
Figura 9. A) Transferencias Western representativas de la transfección transitoria de células HEK293 con 
construcciones de expresión para miR-199b-5p y miR-199a. La sobreexpresión de MiR-199b-5p redujo los 50 
niveles de la proteína HES1 endógena; por el contrario, miR-199a indujo un aumento en los niveles de 
HES1 48 h después de la transfección. Derecha: Cuantificación a través de análisis densitométricos. A) 
Transferencia Western representativa a partir de la transfección transitoria de células D283 con 
construcción de expresión para miR-199b-5p y usando un vector vacío. De nuevo, la sobreexpresión de 
miR-199b-5p redujo los niveles de la proteína HES1 endógena. Por debajo de una cuantificación a través 55 
de análisis densitométricos. C) Las células D283 y SH-SY5Y expresan niveles similares de miR-199b-5p y 
miR-124a, sabiéndose que estos últimos se expresan preferiblemente en el sistema nervioso central. Por el 
contrario, las células D283Med mostraron niveles considerablemente más bajos de miR-199b-5p. Los datos 
mostrados son medias ± DE de dos experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado. D) 
Perfiles de expresión representativos de MiR-199b-5p a través de un panel de tejidos humanos (Ambion); 60 
se expresó MiR-199b-5p en diferentes grados, con una expresión relativamente alta en el duodeno, 
ganglios linfáticos, pulmón, músculo esquelético, ventrículo derecho (más alto), riñón, corazón 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 HES1 de tipo silvestre y 3'UTR 
de HES1 mutada en el sitio de unión a miR-199b, co-transfectada o no con un vector de expresión para 
miR-199b-5p. La luciferasa de la actividad de 3'UTR de tipo silvestre se redujo en un 50 % con la expresión 
de miR-199b-5p, mientras que el 2'-O-metil-oligoribonucleótido (2-OM; 400 nM) bloquea este efecto. No hay 5 
ningún efecto con el miR-199b-5p junto con la 3'UTR de HES1 mutada en el sitio de unión. Se muestra un 
experimento representativo donde los datos son medias ± DE de tres réplicas en las líneas celulares 
HEK293 y Daoy, respectivamente. G-I) Pre-miR-199 se clonó y se transfectó en las células Daoy, y se 
evaluaron tres clones estables para la expresión de HES1 por qRT PCR y transferencia Western. Hubo una 
disminución significativa en los niveles de proteína HES1, como se reveló usando un anticuerpo policlonal 10 
anti-HES1; el descenso también se reveló por análisis densitrométrico (G, panel derecho) H) Se transfectó 
un 2'-O-metil-oligoribonucleótido (2-OM) dirigido contra miR-199b-5p en el clon estable 199bSC1, con una 
transferencia Western representativa y la cuantificación por análisis densitométrico que muestra la 
expresión de HES1 restaurada. Los datos de cuantificación mostrados son medias ± DE de dos 
experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado. 15 
 
Figura 10. Expresión de Mmu-miR-199b en cerebelo embrionario de ratón y regulación de otras dianas 
potenciales por miR-199b-5p humano. 
 

A) La expresión de ARNm in situ de Mmu-miR-199b es detectable en E14.5 y en el cerebelo de 20 
ratón recién nacido (p0). La tinción era difusa, y en todas las áreas del cerebelo; la expresión 
disminuyó de E14.5 a p0. Se usó Mmu-miR-124a (un miRNA específico del cerebro) como control. 
Izquierda: ampliación, 50X; Derecha: ampliación, 200X. B) Cuantificación de la disminución en la 
expresión de mmu-miR-199b durante el desarrollo del ratón y la diferenciación del cerebelo. Los 
niveles de expresión de miR-199b-5p maduro se dan en relación con let-7A, con los datos 25 
mostrados como medias ± DE a partir de dos experimentos independientes, cada uno realizado 
por triplicado. C) Transferencia Western representativa que muestra los niveles de proteína de 
GSK3-β que se predice que es una diana, en el clon estable miR-199b-5p de mayor expresión. Los 
niveles de GSK3-β no se regularon en descenso, y en su lugar se aumentaron ligeramente, como 
se desprende de la cuantificación por el análisis densitométrico mostrad en el panel derecho, 30 
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 examinó la sobreexpresión de miR-199b-5p en células Daoy para 
determinar la regulación en descenso de la traducción productiva de un gen indicador que portaba 
las 3'UTR de longitud completa indicados, se observó que ninguna de ellas estaba afectada. Los 35 
datos mostrados son medias ± DE de dos experimentos independientes, cada uno realizado por 
triplicado. E) Ensayos de motilidad celular comparando la línea celular 199bSC1 con la línea CTR 
(control) de vector vacío de Daoy usando un sistema de cámara Boyden (FBS al 0,5 % como 
quimioatrayente). Las células de mayor motilidad se fijaron y se tiñeron con hematoxilina y se 
contaron bajo el microscopio. Los datos mostrados son medias ± DE de dos experimentos 40 
independientes, cada uno realizado por triplicado, e indican que no hay diferencias entre el control 
(CTR) y la línea celular 199bSC1. F) Ensayo de proliferación (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 reducción 
apreciable en la proliferación celular, en comparación con la transfección, de vector vacío de 45 
control (triángulos de color verde). Las células ONS76 muestran una velocidad de proliferación 
más alta que, sin embargo, no se ve afectada por el transfectante 199b-5p (comparar cruces de 
color naranja de transfección de vector vacío con cuadrados de color púrpura). Los datos 
mostrados son medias ± DE de dos experimentos independientes, cada uno realizado por 
triplicado. G) El silenciamiento de la expresión endógena de miR-199b-5p a través de la 50 
transfección de un oligoribonucleótido antisentido 2-O-metil (2-OM-a) conduce a un aumento de la 
proliferación de células Daoy, aliviando probablemente el control del miR-199b-5p endógeno sobre 
la 3'UTR de HES1. Los datos mostrados son medias ± DE de dos experimentos independientes, 
cada uno realizado por triplicado. 

 55 
Figura 11. Análisis de FACS para el papel de miR-199b-5p en la población de células Daoy. 
A, C, E) Disminución de las células SP del clon estable Daoy 199bSC1, según se determina por tinción con 
Hoechst 33342. B, D, F) Adición de verapamilo para forzar la incorporación del colorante también en las 
células SP. Las células Daoy mostraron una fracción 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 60 
células SP (0,2 %, 0,4 %, respectivamente). 
 
Figura 12. Creación de células Daoy bioluminiscentes que sobreexpresan miR-199b-5p para estudios in 
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vivo. 
El clon estable Daoy con el vector vacío (Ctl) y el clon estable Daoy que sobreexpresa miR-199b-5p (199b) 
se transfectaron con un vector de expresión 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 expresión de 
bioluminiscencia cuando al incubarse con el sustrato enzimático, la luciferina. A) Emisión de luz de 5 
diluciones en serie de las células indicadas en una microplaca. La señal de bioluminiscencia se adquirió 
mediante un sistema de obtención de imágenes IVIS 200 (Xenogen Corp. Alameda, CA). B) Correlación 
entre el número de células y la emisión de fotones. Los clones 199b-Luc1 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 expresión de miR-199b-5p en los clones de luciferasa, con respecto al clon 10 
de luciferasa que porta el vector vacío. D) Análisis de inmunotransferencia representativo que muestra la 
expresión disminuida de HES1 en los clones 199b-Luc, en comparación con el clon de vector vacío. E, F) 
Tinción con hematoxilina y eosina de xenoinjertos obtenidos a partir del ratón n.º 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 expresión se correlaciona con un menor estado 15 
diferenciado: el xenoinjerto del lado inyectado con 199b del ratón n.º 4 muestra una disminución en la 
positividad de la Nestina. La tinción de Nestina se realizó mediante inmunohistoquímica con un anticuerpo 
policlonal (Abcam). Ampliación, 100X. I) Niveles de expresión génica representativos del transgén miR-
199b-5p en el explante tumoral del ratón n.º 5. Se perdió la sobreexpresión de miR-199b-5p. L, M, N) 
Inmunohistoquímica con anticuerpos anti-HES1, anti-KI67, anti-Gabra6, anti-Nestina, anti-Math3 y tinción 20 
con hematoxilina de los xenoinjertos del cerebelo de ratones AdV5-Mock y AdV5-199b. Se observa una 
expresión significativa de las proteínas Hes1, Ki67, Nestina y Math3 en el tejido tumoral del cerebelo de 
AdV5-Mock, mientras que se observa una expresión muy baja de Hes1, Ki67, Nestina y Math3 en las 
células tumorales AdV5-199b en el cerebelo. Apenas se observan diferencias de expresión de Gabra6 entre 
el tejido tumoral del cerebelo de AdV5-Mock y ratones AdV5-199b. Izquierda: ampliación, 25X; Derecha: 25 
ampliación, 100X. 
 
Figura 13. La sobreexpresión de miR199b endógena tras el tratamiento con DAPT induce la regulación en 
descenso de los genes implicados en las células madre embrionarias y células madre de cáncer en la línea 
celular Daoy. 30 
 

A) Datos representativos de un experimento en el curso del tiempo del tratamiento con DAPT de 
líneas celulares Daoy (6 h, 12 h, 24 h) con medios complementaos y reemplazados cada 4 h, y 
pliegue de expresión de miR199b determinado usando detección cuantitativa en tiempo real, con 
respecto al Tiempo 0. B) Transferencia Western representativa que muestra la regulación 35 
descendente de HES1 después de 12 h de inducción de DAPT en la línea celular Daoy. C) Niveles 
de expresión génica relativos de CD133, c-Myc Oct4, KFL5, Nanog, TCF7L1, HMGA1, HMGB3, 
ZIC1, MYBL2, TEAD4, ILF3 en la línea celular Daoy con y sin tratamiento con DAPT durante 12 h. 
D) Expresión génica relativa de PDGFR-A, PDGFR-B y SPARC en la línea celular Daoy con y sin 
tratamiento con DAPT durante 12 h. Los cebadores usados y sus valores DDct de expresión 40 
relativa usando la detección 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 
ratón. 45 
 

A) Análisis de bioluminiscencia in vivo usando IVIS 3D de ratón 199b-Luc1 xenoinjertado con línea 
celular Daoy Luc1 que sobreexpresa miR-199b mediante análisis de clones estables. (véase el 
ratón n.º 3, véanse datos adicionales en la Figura 4F, texto principal). El ratón se escaneó una vez 
por semana durante un total de 8 semanas. B) Las mediciones de BLI (fotón/s/cm-2) de ratones 50 
portadores de células infectadas con ADV5-199b muestran reducciones a la semana 8. C) 
Imágenes tomadas por IVIS Spectrum a 560 nm y 660 nm para generar la topografía del sujeto. 
Los ratones xenoinjertados con Clt-Luc-4 AdV5-Mock se mostraron en un eje 3D (x, y, z), con la 
extensión de la carga tumoral mostrada en comparación con un atlas de ratón digital que permitió 
la visualización del esqueleto tridimensional y los órganos en la reconstrucción tridimensional, 55 
usando el software Living Images. D) Como se ha descrito anteriormente, se realizan análisis de 
ratones xenoinjertados con Ctl-luc AdV5 199b. El vídeo de las imágenes tridimensionales se 
adjunta como archivos separados. 

 
Figura 15 Mapa del vector adenovírico AdV5-CMV -Kpnl-NotlpA de 6217 pb con la secuencia SEQ ID NO:1. 60 
 
Figura 16 Secuencia del vector AdV5-CMV-Kpnl-NotlpA 6217 pb (SEQ ID NO:2). 
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Figura 17: A) Ensayo de proliferación (MTS) de la línea celular de MB humano Daoy en 0, 24, 48 y 72 h 
después del tratamiento con SNALP de control (Daoy SNALP CTR) y con SNALP miR 199b-5p (Daoy 
SNALP 199b); B) Expresión de miR 199b-5p por PCR en tiempo real en la línea 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 línea celular de MB humano 5 
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) Expresión de Hes1 por transferencia western en la línea 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). 
 10 
Figura 18: A) Ensayo de proliferación (MTS) en la línea 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 análisis 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 
proliferación (MTS) en el carcinoma de mama humano MDA-231T a 0, 24, 48 y 72 h después del 15 
tratamiento con SNALP de control (MDA-231T SNALP CTR) y con el SNALP miR 199b-5p (MDA-231T 
SNALP 199b). En el lado del análisis de transferencia Western de Hes1 después del tratamiento con el 
control SNALP y con el SNALP miR 199b-5p 
 
Figura 19: A) Ensayo de proliferación (MTS) en la línea celular de carcinoma de colon humano 0, 24, 48 y 20 

72 h después del tratamiento con el SNALP de control (4T1 SNALP CTR) y con el SNALP miR 199b-5p 
(4T1 SNALP 199b); B) Expresión del miR 199b-5p por PCR en tiempo real en la línea 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 línea celular de carcinoma 

de mama murino 4T1 después de 72 h del tratamiento con el SNALP de control (4T1 SNALP CTR) y con el 25 
SNALP miR 199b-5p (4T1 SNALP 199b); D) Análisis de transferencia Western de Hes1 después del 

tratamiento con el SNALP de control y con el SNALP miR 199b-5p. 
 
Figura 20: A) Correlación de inversión de la expresión 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) Expresión de 30 
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) Correlación de inversión de la expresión de miR 199b-5p y el gen HMGA1 (p = 0,08) por PCR 
en tiempo real en 15 tejidos de carcinoma de colon mediante la prueba de Pearson. B) Expresión de miR 

199b-5p y de los genes c-myc y CD133 en 15 tejidos de carcinoma de colon por PCR en tiempo real. 35 
 
Ejemplo 1: Estudio de la función del miRNA 199b-5p en el cáncer 

 
MATERIAL Y MÉTODOS 

 40 
Divulgación ética 

 
[0022] Todos los animales se trataron conforme a las guías nacionales e internacionales. La aprobación ética se 
obtuvo de la "Istituzioni per la Cura degli Animali e comitato etico CEINGE" - Università degli Studi di Napoli Federico 
II, Protocolo n.º 13 - 08/01/2007, y por Ministero della Salute Italiano, Dipartimento Sanità Pubblica Veterinaria DL 45 
116/92, confirmando que todos los experimentos son acordes a un bajo nivel. 
 
Análisis de citometría de flujo. 

 
[0023] El análisis de citometría de flujo de las fracciones de estadio S y la cinética del ciclo celular se realizaron 50 
usando un FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA) usando el software CELL Quest versión 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 ºC. A continuación, las células se lavaron y se suspendieron de nuevo en PBS. Las células que 55 
expresan niveles más altos de CD133 que los controles de inmunoglobulina G (IgG) se consideraron positivas. Para 
los análisis de las poblaciones laterales, las células (106/ml) se incubaron con Hoechst 33342 (5 µmol/l; Sigma) 
durante 90 min a 37 ºC en EMEM que contenía FBS al 2 %. Para asegurar la identificación correcta de las células de 
población laterales, las células se incubaron como anteriormente con la adición de verapamilo 50 μM (Sigma). 
 60 
Obtención de imágenes in vivo a través de clones de luciferasa Daoy estables 

 
[0024] Se generaron clones de células Daoy estables transfectando un vector de expresión 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 
vacío de control. Después se mezclaron 100.000 células de 199b-Luc1 y Ctl-Luc-4 viables con una solución 1:1 de 
PBS:matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA). Se anestesiaron ratones hembra atímicos de seis semanas de edad 
usando avertina (Sigma) como una solución al 3 % en alcohol terc-amílico (Fisher), a una dosis de 3 mg por 10 g de 
peso corporal. A los ratones se les inyectó s.c. un volumen total de 0,1 ml de suspensión de células PBS de matrigel, 5 
en cada costado. Los ratones se diagnosticaron por imágenes después de la implantación de las células, con el 
crecimiento tumoral controlado mediante adquisiciones semanales de bioluminiscencia (BLI) usando un sistema de 
imágenes IVIS 3D Illumina (Xenogen Corp. Alameda, CA). Para las adquisiciones, los ratones se anestesiaron con 
isofluorano por i.p., se les inyectaron 100 μl de D-luciferina (15 mg/ml de stock) por 10 g de peso corporal, y se 
formaron imágenes durante 30 s, 10 min después de la inyección de luciferina; se hicieron cuatro adquisiciones por 10 
ratón (ventral, dorsal y cada costado). Para cuantificar la bioluminiscencia, los flujos integrados de fotones (fotones 
por s) dentro de cada área de interés se determinaron usando el paquete de software Living Images 3.0 (Xenogen-
Caliper). Los datos de emisión 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 día de la inyección. Las mediciones de los 
calibradores de los tamaños tumorales se realizaron semanalmente, a lo largo de los ejes largo y corto, y las 15 
estimaciones de sus volúmenes se hicieron usando la fórmula: anchura2 x longitud x 0,52. 
 
Preparación de animales u obtención de imágenes por PET/CT 

 
[0025] Los ratones se mantuvieron en una jaula ventilada (26 ºC) durante 1 h antes de los estudios por imágenes. 20 
La anestesia se realizó con administración intraperitoneal de una mezcla de ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10 
mg/kg) (volumen de inyección, 100 μl/10 g). Se realizó un PET 1 h después de la administración de 3'-desoxi-3'-
[18F]fluorotimidina ([18F] FLT), un marcador de proliferación tumoral (50 μl, 7,4 MBq, tiempo de exploración, 18 
min), en una vena caudal lateral, usando un escáner PET para animales (GE Healthcare eXplore Vista, FWHM 1,6 
mm). Se realizaron estudios de TC de alta resolución (GE Healtcare eXplore Locus, resolución espacial, 45 μm) a 25 
las 24 h del PET. 
 
Análisis de datos 

 
[0026] Se calcularon los valores de absorción estandarizados (SUV) máximos (SUVmáx) y medios (SUV) a partir 30 
de los estudios PET (SUV = actividad tisular (MBq/cc)/[dosis inyectada (MBq)/peso corporal (g)]). Las imágenes de 
PET/CT se procesaron posteriormente para obtener reconstrucciones multiplanares (MPR), proyecciones de máxima 
intensidad (MIP), renderizado de volumen tridimensional e imágenes de fusión, usando Osirix 3.3 (sistema operativo 
MAC OS 10.5). Se obtuvieron reconstrucciones tridimensionales adicionales utilizando MicroView (GE eXplore 
Locus). 35 
 
[0027] Los volúmenes de lesión 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 > 
SUVmáx al 50 %. Los perfiles de lesión definidos con estos procedimientos se utilizaron para la comparación basada 
en ROI entre AdV5-Mock y AdV5-199b. 40 
 
[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 cráneo y un alto nivel de degeneración cartilaginosa-ósea con la correspondiente captación de FLT en el 
análisis por PET. En este análisis PET-CT, se confirmó la presencia del desarrollo de un tumor agrandado en el 45 
cerebelo de los ratones control (AdV5-Mock#7), en comparación con los ratones xenoinjertados con células de 
sobreexpresión miR-199b-5p (AdV5-199p#5). 
 
Cultivo celular estándar. 

 50 
[0029] Se obtuvieron las líneas celulares Daoy humanas y de MB D283-MED de la Colección Americana de 
Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA) y se mantuvieron en medio esencial mínimo 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, Milán, 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. 55 
 
Transfección de células Daoy y ensayos de luciferasa 

 
[0030] Para determinar la actividad de miR-199b-5p sobre la represión de las construcciones fusionadas de 
luciferasa-3'UTR, la construcción pREYZO-miR-199b-5p y la construcción diana pRL-CMV-3'UTR se co-60 
transfectaron en células HEK293 en una relación de 10:1, usando el reactivo Polyfect (Qiagen) junto con el vector 
básico 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 líneas celulares de MB (d283, Daoy, med8a, ons76, uw228) en DMEM complementado 
con FBS al 10 % y antibióticos. Tras alcanzar una confluencia del 85 %, el medio se marcó con 5-aza-desoxicitidina 5 
(AZA) (Sigma) a una concentración final de 5 μM. Durante 72 horas, el medio se reemplazó diariamente con medio 
mejorado con AZA fresco. El ARN se extrajo utilizando un protocolo de fenol (TRlzol)-cloroformo estándar. 
 
Clonación de vectores 

 10 
[0032] Se clonó pre-miR-199b en un vector modificado con pcDNA3 (pREYZO) (D'angelo et al., 2004) usando 
sitios de restricción EcoRI-Xhol. Los sitios de unión a diana HES1 y GSK-3β (3'UTR) se clonaron en tándem en la 
3'UTR del vector pRL-citomegalovirus (CMV) (Promega, Madison, WI) aguas abajo de la región codificante de 
Renilla luciferasa (RL) en el sitio Xbal. La 3'UTR de HES1 (incluyendo el sitio de unión a 199b) se amplificó a partir 
del ADN genómico con los siguientes cebadores: HES1_3'UTR como 15 
AAAATCTAGACAGTTCGAAGACATAAAAGCC y HES1_3'UTR como AAAATCTAGAAACGCAGTGTCACCTTCC, y 
se clonó en el vector TK (Promega, Madison, WI) aguas abajo del gen de luciferasa de luciérnaga, en los sitios Xbal. 
Se obtuvo ADNc de longitud completa HES1 con un enfoque por RT-PCR estándar a partir de un ADNc de Daoy. 
 
Mutagénesis dirigida a sitio 20 

 
[0033] La mutagénesis de sitio dirigido del sitio de unión a miR-199b-5p en la 3'UTR de HES1 se generó de 
acuerdo con el protocolo del fabricante del kit de mutagénesis de sitio dirigido QuikChange (Stratagene, La Jolla, 
CA). Se utilizó el siguiente cebador para la mutagénesis (sólo se da la secuencia de sentido, y los nucleótidos 
mutados dentro de la secuencia de consenso están subrayados): HES1 3'UTR de sentido 25 
AACAGGAACTTGAATATTTGTAGAGAAGAGGACTTT 
 
Ensayo de miRNA TaqMan 
 
Reacciones de transcriptasa inversa 30 
 
[0034] Las reacciones de la transcriptasa inversa (RT) contenían 40 ng de muestra de ARN, cebador RT tallo-
bucle 50 nM, 1 x tampón 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 μl se incubaron en un termociclador Applied Biosystems 9700 durante 30 min a 35 
16 ºC, 30 min a 42 ºC, 5 min a 85 ºC y luego se mantuvieron a 4 ºC. 
 
PCR en tiempo real 
 
[0035] El análisis por PCR en tiempo real se realizó utilizando un protocolo de kit de PCR TaqMan estándar en un 40 
sistema de detección de secuencias Applied Biosystems 7900HT. La mezcla de PCR de 20 μl incluía 2 μl de 
producto de RT, 10 μl de mezcla maestra de PCR Universal TaqMan (Applied Biosystems), sonda TaqMan 0,2 mM. 
Las reacciones se incubaron en una placa de 96 pocillos a 95 ºC durante 10 min, seguido por 60 ciclos de 95 ºC 
durante 15 s y 60 ºC durante 1 min. 
 45 
Aislamiento del ARN, preparación de ADNc y PCR cuantitativa en tiempo real 
 
[0036] Se extrajo ARN total de las líneas celulares utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen). La síntesis de ADNc de 
ARN total (4 μg) se realizó utilizando un kit Super Script II First Strand (Invitrogen). El análisis por PCR cuantitativa 
en tiempo real se realizó utilizando protocolos estándar con un sistema de detección de secuencias ABI PRISM 50 
7900HT de Applied Biosystems. Para calcular la expresión génica relativa del precursor miR-199b-5p, las cantidades 
relativas de cada pre-miRNA se normalizaron con respecto a miRNA de U6; los otros genes se normalizaron 
utilizando el gen β-actina. Los cebadores de PCR en tiempo real para cada gen se diseñaron utilizando el software 
Primer Express versión 2.0 (Applied Biosystems). Las secuencias de cebadores están disponibles bajo petición. 
 55 
[0037] El ID de Unigene y la secuenciación de los cebadores para el análisis del gen implicado en la biología de 
células madre de cáncer con valores 2^-DCt se muestran en la tabla 1. 
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Tabla 1 
Nombre del gen ID Unigene Cebador de sentido Cebador antisentido Daoy + DMSO Daoy + DAPT 12 h 

      

c-Myc Hs.2024 53 

 

 

 

 

 

 

0,0987097 0,0542671 

Nanog Hs.6613 60 

 

 

 

 

 

 

0,0001832 0,0004488 

CD 133 Hs.6147 34 

 

 

 

 

 

 

0,0020653 0,0012368 

Oct4 Hs.2491 84 

 

 

 

 

 

 

0,0001200 0,0007941 

PDGFR -B Hs.5090 67 

 

 

 

 

 

 

0,0006059 0,0000606 

PDGFR -A Hs.7461 5 

 

 

 

 

 

 

0,0000003 0,0000015 

SPARC Hs.7085 58 

 

 

 

 

0,3431687 0,0797725 

ES 2 621 824 T3

 



 19 

  

 

ILF3 

 

Hs.4658 85 

 

 

 

 

 

 

 

0,0352218 

 

0,0425171 

MYBL2 Hs.1797 18 

 

 

 

 

 

 

0,0130289 0,0039321 

  

 

 

 

 

 

 

  

TEAD4 Hs.9486 5 

 

 

 

 

 

 

0,0117936 0,0051764 

TCF7L1 Hs.5162 97 

 

 

 

 

 

 

0,0006742 0,0001026 

HMGA1 Hs.5188 05 

 

 

 

 

 

 

0,7977002 0,0048793 

ZIC1 Hs.5985 90 

 

 

 

 

 

 

0,0283592 0,0002784 

HMGB3 Hs.1911 4   0,1946868 0,0055773 
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KLF5 Hs.5082 34 

 

 

 

 

 

 

0,0027895 0,0236774 

 
Transferencia Western 
 
[0038] Se cargaron treinta μg de lisados citosólicos o nucleares en geles de poliacrilamida al 12 %, y se 
transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, BioRad, Milán, Italia). Las membranas se incubaron 5 
entonces con anti-HES1 (regalo del Dr. Tetsuo Sudo TORAY Industries, Tebiro Kamakura, Japón), un anticuerpo 
policlonal de conejo (1:500), un anticuerpo monoclonal anti-GSK3-β (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-GABRA6 (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) 10 
(señalización celular). Se utilizó un anticuerpo anti-β-actina (1:1.000) (Sigma) como control para la carga equivalente 
de lisados citosólicos y un anticuerpo anti-β-laminina policlonal (1:50) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
Estados Unidos) para la carga equivalente de lisados nucleares. 
 
Ensayos soft-agar 15 
 
[0039] Se sembraron células Daoy y el clon 199b estable en 1 ml de EMEM complementado con FBS al 2 %, que 
contenía 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 más de 100 µm de diámetro se contaron 
bajo un microscopio compuesto DC500 Leica (Nussloch, Alemania). 20 
 
Ensayo de proliferación MTS 
 
[0040] La proliferación celular se determinó usando el kit de ensayo de proliferación celular no radioactivo 
CellTiter96 AQueous (Promega Madison, WI). Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos a una densidad de 1 25 
x 10

3
 células/pocillo en EMEM con o sin FBS. Después de 0, 24, 48 y 72 h, se añadieron 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 midió la absorbancia de cada pocillo a 490 nm (DO490) usando un contador multietiqueta Victor

3
 

(Perkin Elmer). Cada condición se realizó con cinco pocillos y cada experimento se repitió dos veces. 
 30 
Inmunohistoquímica 
 
[0041] El desenmascaramiento se realizó en tampón citrato 10 mM, pH 6, a 97 ºC durante 45 min. El bloqueo se 
realizó 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-35 
GABRA6 (1:100), anti-MATH3 (1:100) durante una noche a 4 ºC. Las señales 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). 40 
 
Hibridación in situ de ácido nucleico bloqueado 
 
[0043] Se fijaron portaobjetos secos de matrices cerebrales de embriones murinos o tisulares humanos múltiples 
en paraformaldehído al 4 % durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se lavaron dos veces durante 3 minutos 45 
en 1 x PBS a temperatura ambiente. Durante las etapas de lavado, la solución de acetilación se preparó de nuevo, 
que contenía: Trietanolamina al 0,01 % y anhídrido acético 0,0025 mM en agua de dietilenopirocarbonato (DEPC). 
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Los portaobjetos se pusieron luego en un vaso de precipitados de solución de acetilación y se agitaron suavemente 
durante 10 min. Los portaobjetos se sometieron entonces a tratamiento con proteinasa K a 5 μg/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 solución de hibridación. La hibridación fue con 150 µl de hibridación 
desnaturalizante, con 1 pM de la sonda marcada con DIG de ácido nucleico bloqueada (Exiqon, miRCURY). La 5 
hibridación se realizó a 60 ºC durante una noche. Los portaobjetos se remojaron en 5 x SSC precalentado a 60 ºC y 
los cubreobjetos se retiraron cuidadosamente; los portaobjetos se incubaron a continuación en 0,2 x SSC a 60 ºC 
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 
solución sobrante se elimino y los portaobjetos se colocaron en una cámara humidificada; se pusieron 500 μl de 
solución de bloqueo (FCS al 1 % en Tris 0,1 M, pH 7,5, NaCl 0,15 M) sobre los portaobjetos para una incubación de 10 
1 h a temperatura ambiente. El anticuerpo anti-DIG-fosfatasa alcalina se diluyó 1:2.000 en solución de bloqueo y se 
incubó a 4 ºC 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 tiñeron con BCIP/NTB (Sigma), 
se deshidrataron y se montaron; las imágenes se adquieren bajo un microscopio compuesto DC500 Leica 
(Nussloch, Alemania). 15 
 
Tratamiento DAPT de la línea celular Daoy 
 
[0044] La línea celular Daoy humana se obtuvo de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, 
VA) y se mantuvo en EMEM (Sigma Aldrich, Milán, Italia) complementado con suero fetal bovino al 10 % (FBS) 20 
(Celbio Pero, Milán, Italia), 10 U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina (Celbio Pero, Milán, 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 realizó un tratamiento con éster t-butílico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-1-alanil]-S-fenilglicina (DAPT 25 
(Sigma-Aldrich) de las células Daoy como se indica a continuación: las células se pusieron y se dejaron crecer 
durante una noche en medio que contenía FBS al 10 %. A la mañana siguiente, el medio se reemplazó con medio 
que contenía DAPT 10 μM y se reemplazó cada 4 h con este medio. Los ensayos de expresión se realizaron 
después de 0, 6, 12, 24 h de tratamiento de MiR199b, usando experimentos de control que incluían el volumen 
correspondiente de DMSO como vehículo. 30 
 
Ensayo de motilidad celular in vitro 
 
[0046] Se usaron línea de células DAOY de control y el clon estable DAOY-199bSC1 en los ensayos de "motilidad 
celular". Los ensayos de migración celular se realizaron con transpocillos de un tamaño de poro de 8 μm (Costar). 35 
Las células se suspendieron mediante tripsinización, se lavaron y se suspendieron de nuevo en 100 μl de DMEM 
libre de suero que contenía BSA al 0,1 % (5 x 10

4
 células) y se colocaron en la cámara superior de los transpocillos. 

La cámara inferior se llenó con 600 μl de DMEM libre de suero complementado con FBS al 0,5, como el 
quimioatrayente. Las células se dejaron migrar durante 1 h a 37 ºC. Las células que migraron hacia el lado inferior 
de la membrana de policarbonato se fijaron con glutaraldehído al 2,5 % y se tiñeron con una solución de 40 
hematoxilina (Sigma). Las células se contaron, y el análisis se realizó en tres transpocillos para cada condición, y 
cada experimento se repitió dos veces. 
 
Muestras de pacientes 
 45 
[0047] Se recogieron un total de 61 casos de MB de tres centros diferentes: 12 muestras de MB quirúrgico 
procedían del Department of Neurosurgery, Santobono Hospital, Nápoles, Italia; 18 eran del Institute Curie, París, 
Francia; y 31 eran de The Hospital for Sick Children, Toronto, Canadá. Las características de los pacientes se dan 
en la Tabla 2. El consentimiento informado se obtuvo antes del análisis de las muestras tumorales. Todos los 
especimenes se obtuvieron en el momento del diagnóstico, antes de la radiación o quimioterapia, y 29 fueron 50 
sometidos a revisión histopatológica de acuerdo con los criterios de la OMS [14], la información 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. El ARN total se extrajo usando el 
reactivo Trizol (Invitrogen), como se ha descrito anteriormente para las líneas celulares, y se analizó para los niveles 
de expresión miR-199b-5p mediante el ensayo de MicroRNA TaqMan. Los niveles de expresión de miR-199b-5p se 55 
dividieron en dos grupos (bajo y alto), de acuerdo con la media, y se compararon entre los grupos metastásicos y no 
metastásicos usando la prueba de ji-cuadrado de Pearson. Los análisis de supervivencia se obtuvieron a través del 
software SPSS, utilizando una prueba de rango logarítmico para determinar la significancia. La significancia 
estadística se estableció a un valor de P de 0,05.  
 60 
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Tabla 2 

Pacientes 

Edad en el 

diagnóstico 

(meses) 

Seguimiento 

(meses) 

*Último 

estado 

Estadio M 

(Cambio) 
Histología 

Expresión 

relativa Mir-

199b-5p (U6) 2^-

Ct 

MB102 108 32,8 muerte M3 clásica 0,0009956 1 

MB108 96 19,5 CR1 M0 desmoplásica 0,0900122 7 

MB106 50 4 muerte M0 clásica 0,0106137 42 

MB111 9 72,2 CR1 M0 desmoplásica 0,1201385 83 

MB114 21 74,6 CR1 M0 desmoplásica 0,0003837 71 

MB119 93 32,8 CR1 M1 clásica 0,003199194 

MB120 108 27,5 CR1 M0 clásica 0,218701701 

MB123 37 13,6 muerte M3 clásica 0,006959284 

MB126 13 74,8 CR2 M0 clásica 0,067296233 

MB128 78 31,7 CR1 M0 desmoplásica 0,076875702 

MB133 158 87 CR1 M0 clásica 0,025786457 

MB137 93 84 CR1 M0 clásica 0,019919437 

MB79 36 14,1 muerte  
medulo-

mioblastoma 
0,194622694 

MB80 96 43,1 CR1 M2 desmoplásica 0,000152879 

MB81a 109 14 muerte M0 
Células 

grandes 
0,019211033 

MB95 41 32,1 CR1 M0 clásica 0,002433079 

MB96 44 42 muerte M0 clásica 0,004037267 

MB99 99 21,9 muerte M0 clásica 0,015258058 

N1 69 49 CR1 M2 clásica 0,005729706 

N2 90 20 CR1 M0 clásica 0,206256346 

N3 26 34 CR1 M0 desmoplásica 1,770829272 

N4 124 14 CR1 M0 clásica 0,014508728 

N5 64 36 PR M0 clásica 0,386116248 

N6 35 1 muerte M3 
Células 

grandes 
0,007290413 

N7 76 22 CR1 M0 clásica 0,009490309 

N8 169 26 CR1 M0 clásica 0,066566636 

N9 128 10 CR1 M0 clásica 0,379446328 

N10 29 20 PD M0 clásica 0,032431549 
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N11 140 34 CR1 M0 clásica 0,097916916 

N12 34 19 PD M0 desmoplásica 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    M0  0,408535751 

MDT-MB-4    M0  0,014345797 

MDT-MB-5    M+(1-2-3)  0,117424185 

MDT-MB-6 27 33 muerte M0 desmoplásica 1,924140125 

MDT-MB-7 88 14 muerte M0 anaplásica 0,369604567 

MDT-MB-8 124 39 vivo M0 anaplásica 0,499210685 

MDT-MB-9 39 95 vivo M0  0,085790892 

MDT-MB-

38 
60 78 vivo M0  0,019155739 

MDT-MB-

46 
   M0  1,875853287 

MDT-MB-

50 
   M+(1-2-3)  0,043612817 

MDT-MB-

71 
   M0  0,07458206 

MDT-MB-

100 
32 34 vivo M0  0,645850534 

MDT-MB-

102 
26 33 vivo M+(1-2-3) anaplásica 0,020193158 

MDT-MB-

103 
65 33 vivo M0  0,130267521 

MDT-MB-

118 
109 32 vivo M+(1-2-3) anaplásica 1,776616235 

MDT-MB-

124 
   M0  0,902823686 

MDT-MB-

131 
   M+(1-2-3)  0,277894072 

MDT-MB-

154 
   M+(1-2-3)  0,03848591 

MDT- MB-

174 
   M+(1-2-3)  0,016130305 

MDT-MB-

175 
   M0  0,821566771 

MDT-MB-

177 
   M+(1-2-3)  0,004737906 
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MDT-MB-

193 
   M+(1-2-3)  0,142617576 

MDT-MB-

194 
   M+(1-2-3)  0,484220261 

MDT-MB-

201 
   M0  0,053878318 

MDT-MB-

207 
61 110 vivo M0  0,025498266 

MDT-MB-

220 
69 20 vivo M0  1,119673662 

MDT-MB-

222 
72 20 vivo M+(1-2-3)  0,050742316 

MDT-MB-

223 
131 20 vivo M0  0,374030612 

MDT-MB-

224 
167 13 muerte M0 anaplásica 1,02682E-10 

2M2 10 26 CR1 M0 Clásica 0,007714069 

2M16 9 72 vivo M0 Clásica 0,001090312 

4M1 1 3 muerte M0 Clásica 0,022951675 

4M10 8 8 vivo M1 Clásica 0,000362543 

4M11 9 6 0 M3 Clásica 0,012582419 

4M12 5 58 0 M0 Clásica 0,003358695 

4M13 16 14 0 M0 Clásica 0,280568718 

4M15 9 14 CR1 M1 Clásica 0,066604933 

4M16 9 18 vivo M0 Clásica 0,004022173 

4M17 8 24 vivo M3 Clásica 0,182681185 

4M18 14 22 vivo M0 
Células 

grandes 
0,245240791 

4M19 10 62 vivo M3 Clásica 0,072460116 

4M2 6 12 vivo M0 Clásica 0,055299918 

4M20 5 26 vivo M1 Clásica 0,001948092 

4M21 2 31 vivo M3 
Células 

grandes 
0,043166742 

4M22 4 27 vivo M3 clásica 0,001217318 

4M23 11 17 

Muerte debido 

a la 

enfermedad 

M2 clásica 0,034755336 

4M26 10 12 vivo M0 clásica 0,066137644 

ES 2 621 824 T3

 



 25 

4M27 8 36 vivo M2 clásica 0,052555486 

4M28 16 49 CR1 M0 clásica 0,017134081 

4M3 9 24 vivo M3 clásica 0,173909476 

4M30 6 14 vivo M0 clásica 0,000593161 

4M31 6 50 vivo M0 clásica 0,199915108 

4M32 3 48 vivo M0 clásica 0,203934051 

4M33 1 36 vivo M0 clásica 0,080160885 

4M35 6 36 vivo M0 clásica 0,020431867 

4M36 2 36 vivo M3 clásica 0,102537563 

4M37 3 48 vivo M1 clásica 0,01621208 

4M38 8 15 

Muerte debido 

a la 

enfermedad 

M2 clásica 0,000346883 

4M39 7 18 vivo M0 clásica 0,014986991 

4M4 7 60 vivo M0 clásica 0,161266704 

4M40 10 36 vivo M0 clásica 0,001348005 

4M41 12 36 vivo M0 clásica 0,057124436 

4M42 6 18 vivo M0 clásica 0,032851388 

4M43 14 16 vivo M3 clásica 0,033246248 

4M44 8 22 vivo M3 
Células 

grandes 
0,228057449 

4M48 11 12 vivo M3 clásica 0,014309066 

4M49 6 20 CR1 M3 clásica 0,007560172 

4M5 7 18 vivo M0 clásica 0,003118728 

4M50 6 41 vivo M0 clásica 0,131638757 

4M55 12 36 vivo M0 clásica 0,011346624 

4M58 3 15 

Muerte debido 

a la 

enfermedad 

M3 
Células 

grandes 
0,003100982 

4M6 10 26 vivo M0 clásica 0,017322564 

4M7 4 20 vivo M1 clásica 0,008736515 

4M8 8 12 vivo M0 clásica 1,065853534 

4M9 8 26 vivo M0 clásica 0,007555274 
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Continuación tabla 2 
 

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

Grupo 1-2 años   

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 años   

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 

 
Construcción de adenovirus 
 5 
[0048] La secuencia de miR199b era 5'-Xhol, 3'-HindI III dirigida clonada en el vector lanzadera VQ Ad5CMV K-
NpA, suministrado por ViraQuest Inc., Innovative Adenovirus Technologies and Reagents, que proporcionó su 
recombinación y la construcción 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 plásmido VQ Ad5CMVeGFP. 10 
 
Infección adenovírica 
 
[0049] La infección con virus recombinantes se realizó exponiendo las células a adenovirus en 500 μl de medio de 
cultivo celular completo durante 1 h, seguido de la adición de otro medio. Se usó la expresión de GFP por el 15 
adenovirus (AdV MOCK y AdV 199b) como un control al determinar la eficiencia de transfección. 
 
Heterotrasplante en el ventrículo derecho del cerebelo de ratones SCID 

 
[0050] Para establecer modelos de xenoinjerto intracerebelar, se anestesiaron ratones SCID de 6 a 8 semanas de 20 
edad con Tribromoetanol (Avertin®) (50 mg/kg); después de esto, se realizó una pequeña incisión cutánea (1 mm) y 
se creó un orificio de trépano (0,7 mm de diámetro) con un taladro microquirúrgico (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 μl de PBS y se inyectaron lentamente a través del orificio de trépano en el hemisferio cerebelar 
derecho (coordenadas estereotácticas de bregma anteroposterior 5,5 mm; lateral derecho 2,1 mm; dorsoventral 5,0 25 
mm) usando una aguja de jeringa Hamilton Gastight 1701 de calibre 26, 10-AL que se insertó perpendicular a la 
superficie craneal. Los animales se controlaron semanalmente por bioluminiscencia para evaluar el crecimiento 
tumoral durante 8 semanas. 
 
Adquisición tridimensional 30 

 
[0051] Espectro IVIS: este sistema adquiere una imagen fotográfica y una imagen luminosa estructurada, y dos o 
más imágenes bioluminiscentes a diferentes longitudes de onda (560 a 660 nm), y genera la topografía superficial 
(malla) del sujeto. Al modificar los parámetros específicos del algoritmo DLIT modificables por el usuario (por 
ejemplo, longitudes de onda de análisis, espectro de la fuente y propiedades tisulares), podemos reconstruir la 35 
posición, la geometría y la intensidad de las fuentes luminiscentes en el sujeto. El software Living Image® 
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proporciona atlas digitales de ratón que permiten la visualización de un esqueleto tridimensional y órganos en la 
reconstrucción tridimensional. 
 
PET y SPECT-CT de los animales 
 5 
[0052] A continuación, 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 obtención de imágenes. La obtención de imágenes por 
PET con [

18
F]FDG y [

18
F]Fluoruro se utilizó para examinar los cambios metabólicos y esqueléticos inducidos por 

células tumorales, respectivamente. Las imágenes se adquirieron con tres posiciones de cama (10 min por posición 
de cama, durante un total de 30 min) y una resolución axial de 1,2 mm, utilizando un sistema PET-CT para animales 10 
pequeño Explorer-Vista (GE Healthcare). 
 
RESULTADOS 

 
Hsa-miR-199b-5p silencia la expresión de HES1 a través de la unión a 3'UTR. 15 

 
[0053] Este análisis in silico de la base de datos de dianas mirBase [27] se dirigió a la identificación de miRNA 
potencialmente dirigidos a HES1, un efector de la ruta Notch, un mecanismo fundamental en la regulación de la 
proliferación de células de MB. MiR-199b-5p y miR-199a-5p fueron los mejores miRNA de puntuación, y se predijo 
que se unen a la 3'UTR de bHLH HES1 humano. Se centró el enfoque en miR-199b-5p debido a su capacidad para 20 
disminuir la expresión de HES1 en la sobreexpresión transitoria, en comparación con miR-199a-5p (Figura 9A, B). 
MiR-199b-5p se pierde en los tumores de pulmón [28] y se ha correlacionado con una región genómica suprimido en 
el cáncer 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 análisis de la expresión de miR-199b-5p en 
dos líneas celulares de MB, tejido adulto humano y cerebelo de ratón, se muestra en las Figuras 9C, D y 10A, B. 25 
 
[0054] Para determinar si HES1 es una diana de miR-199b-5p, se clonó la 3'UTR de HES1 aguas abajo de un 
vector del gen indicador de luciferasa; pre-miR-199b-5p también se clonó en un vector de expresión de mamífero. 
Las células HEK-293 se transfectaron entonces con la actividad de luciferasa relativa que mostraba mostrando que 
la co-transfección de miR-199b-5p disminuyó la actividad del gen indicador, indicando de este modo la unión con la 30 
3'UTR y la desestabilización de la traducción productiva del ARNm de la luciferasa (Figura 9, 9E). Como controles, 
3'UTR de HES1 mutado en el sitio de unión a miR-199b-5p no se vio afectada por miR-199b-5p (Figura 9, 9E), y 
cuando se co-transfectó un oligoribonucleótido 2-O'-metilo (2-OM) complementario al miR-199b-5p maduro, 
contrarrestó los efectos de la transfección 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). 35 
 
[0055] Para determinar el papel de miR-199b-5p en la biología de células de MB, la construcción de expresión de 
miR-199b-5p se transfectó en células Daoy, y se seleccionaron varios clones estables que sobreexpresaban miR-
199b-5p. La sobreexpresión se confirmó por PCR en tiempo real (Figura 9, 9G). Tres clones demostraron niveles de 
proteína HES1 reducidos, uno de los cuales (199bSC1) no mostró HES1 detectable. Los clones 199bSC1 y 40 
199bMC1 se seleccionaron para investigación adicional (Figura 9, 9H). Estos efectos de miR-199b-5p en la 
expresión de la proteína HES1 no se limitaron a los clones estables o las células Daoy, ya que las células D283MED 
transfectadas transitoriamente con la construcción de expresión para miR-199b-5p también mostraron niveles 
reducidos de HES1 (Figura 9, 9B). 
 45 
[0056] Para reforzar estos hallazgos, el clon 199bSC1 se transfectó con 2-OM antisentido con respecto a miR-
199b-5p y se usó como control negativo (Figura 9, 9I). Aquí, los niveles de HES1 niveles se restauraron, lo que 
sugiere que 2-OM bloquea la represión de HES1 por miR-199b-5p, proporcionando una mayor confirmación 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). 50 
 
La sobreexpresión de miR-199b-5p reduce la proliferación celular y altera el potencial clonogénico de las 
líneas celulares de MB. 

 
[0057] Los clones 199bSC1 y 199bMC1 tenían velocidades de proliferación reducidas en condiciones de cultivo 55 
estándar, al compararse con el clon de control. Por lo tanto, se buscaron potenciales alteraciones del ciclo celular en 
estos clones. El análisis FACS en el clon 199bSC1 mostró una disminución del 31 % en las fracciones en estadio S, 
y un aumento de las células en G0-G1 del 15 %, en comparación con el clon del vector vacío (Figura 1A). Esto 
sugirió que la salida del ciclo celular tiene un papel en la velocidad de proliferación reducida del clon 199bSC1 de 
células Daoy. Por el contrario, el clon 199bMC1 no mostró cambios significativos en su ciclo celular. Se cree que 60 
estos hallazgos se deben a una menor eficiencia general de 199bMC1 para reducir los niveles de proteína HES1. 
Estos fenotipos del ciclo celular se tradujeron en velocidades de proliferación disminuidas in vitro, según se evalúa 
mediante ensayos de proliferación in vitro comparando los clones 199bSC1 y 199bMC1 con un clon de vector vacío 
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y un transfectante transitorio para 2-OM diseñado contra miR-199b-5p (Figura 1B). Tanto el clon 199bMC1 como el 
clon 1999SC1 mostraron velocidades de proliferación notablemente reducidas. La transfección de este 2-OM 
antisentido indujo un aumento marcado en la proliferación del clon estable 199bSC1, de acuerdo con los niveles de 
expresión restaurados de HES1. Estos resultados sobre la proliferación de células Daoy se confirmaron también con 
las células D283 y ONS76 (Figura 10F). También se confirmaron los efectos de 2-OM específico de miR-199b en 5 
células Daoy de tipo silvestre, donde actúa potencialmente sobre el miR-199b endógeno (Figura 10G). 
 
[0058] Los efectos de la inducción de miR-199b-5p se evaluaron en marcadores moleculares de proliferación y 
diferenciación 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 reguló por aumento en los clones estables 199bSC1 y 199bMC1. De 10 
forma similar, se ha indicado que las células Daoy expresan GFAP después de la diferenciación con el fenilbutirato 
[34], y en el clon estable 199bSC1, los niveles de GFAP se aumentaron. En general, la imagen de la expresión 
génica en esta línea celular estable que sobreexpresa miR-199b-5p es acorde con el fenotipo que se ha visto en el 
cerebro del ratón Hes1-/- [23]. Entre los otros genes, GABRA6, un marcador de la diferenciación de células 
granulares cerebelosas, también se sobreexpresó significativamente en los clones estables (Figura 1C). 15 
 
[0059] Una cascada afinada de factores de transcripción 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 regulación ascendente de estos bHLH de tipo activador [35]. Ambos clones estables 
miR-199b-5p mostraron aumentos en la expresión de bHLH pro-neural. De acuerdo con su reducción en la velocidad 20 
de proliferación, los marcadores de proliferación c-Myc y ciclina D1 se disminuyeron. De los dos clones analizados, 
199bSC mostró el fenotipo más consistente; se explican estos resultados por el silenciamiento de HES1 más 
eficiente en este clon. 
 
[0060] Dado que el clon 199bSC1 estable de miR-199b-5p mostró un fenotipo más fuerte y más consistente, se 25 
examinó después en un ensayo clonogénico estándar, para determinar si el crecimiento independiente del anclaje 
estaba afectado por miR-199b-5p. En este caso, hubo una reducción del 80 % en el potencial de formación de 
colonias, en comparación con el clon de vector vacío (Figura 1D). De acuerdo con esta reducción en la velocidad de 
proliferación, los marcadores de proliferación c-Myc y ciclina D1 se disminuyeron (Figura 1E). Se ha confirmado 
también a nivel de proteína que GABRA6 y MATH3 se regularon en aumento en el clon 199bSC1 (Figura 1 F); se 30 
sabe que éste último se reprime directamente por HES1 [35]. 
 
El MiR-199b-5p agota el compartimiento de población lateral en la línea celular Daoy y regula negativamente 
las poblaciones de células madre tumorales de MB. 

 35 
[0061] La ruta Notch se ha unido a la fracción de las células tumorales de MB que albergan los marcadores de 
células madre precursoras [36], y HES1 tiene una función en la auto-renovación de las células progenitoras 
multipotentes [23]. Esta población lateral (SP) de las células tumorales tiene una función en el injerto de un tumor en 
modelos animales [37]. Por lo tanto, se examinó la influencia de miR-199b-5p en la población de células tumorales 
que excluyen el colorante Hoechst 33342, una estrategia para identificar estas células SP. Esto se determinó por 40 
citometría de flujo en la línea celular Daoy, cuya SP representa hasta el 4,9 % de las células, en comparación con 
las células tratadas con verapamilo (el control negativo) (Figura 11A, B). Este tratamiento con verapamilo se basó en 
la inhibición de verapamilo de las bombas iónicas responsables de la exclusión del colorante Hoechst 33342, 
permitiendo de este modo que se vean las células SP [38]. La tinción de las células 199bSC1 y 199bMC1 indicó que 
se sometió a ablación a la SP, ya que no había diferencias significativas entre la muestra tratada con Hoechst y las 45 
muestras de Hoechst más verapamilo (Figura 11C-F). 
 
[0062] También se sabe que las células madre tumorales del sistema nervioso central expresan el antígeno 
CD133, y que estas células son únicamente capaces de formar tumores en ratones NOD-SCID [18,39]. Además, la 
ruta Notch tiene una función esencial en el proceso de auto-renovación, conduciendo su inhibición al agotamiento de 50 
células Daoy positivas para CD133 (CD133+) a través de la inducción de la apoptosis de las células de tipo 
progenitor [36]. Recientemente se demostró 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 evaluó la positividad 
para CD133 de las células Daoy en comparación 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 55 
199bMC1 esto se redujo al 2,4 % y al 6,5 % de CD133+, respectivamente (Figura 2C-F). Por lo tanto, esto demostró 
una función para miR-199b-5p en la regulación negativa de esta fracción de células iniciadoras de tumor. 
 
La sobreexpresión de HES1 rescata el fenotipo del clon miR-199b-5p. 

 60 
[0063] Para confirmar que el fenotipo celular está directamente correlacionado con la regulación descendente de 
HES1, se realizaron experimentos de rescate celular in vitro. Se escogió rescatar el fenotipo más consistente, 
demostrado por el clon estable 199bSC1. Cuando se clonó el ADNc de HES1 de longitud completa y se transfectó 
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en el clon estable 199bSC1 de células Daoy, se restableció la expresión de HES1, según se evaluó por 
inmunotransferencia (Figura 3A). También se observó la re-expresión de ciclina D1, que se regulo por descenso en 
el clon estable 199bSC1. La expresión de HES1 restaurada también invirtió los efectos de miR-199b-5p sobre la 
proliferación celular (Figura 3B). Al mismo tiempo, la transfección de ADNc de HES1 en el clon 199bSC1 disminuyó 
la inducción de bHLH pro-neurales y marcadores de diferenciación, y aumentó los niveles de genes de proliferación 5 
(Figura 3C). Además, la transfección transitoria de ADNc de HES1 en el clon estable 199bSC1 condujo a un 
aumento en el porcentaje de células en estadio S, y una eliminación del bloque en la fase G0-G1 (Figura 3D). Esto 
era opuesto a los efectos observados en el clon estable 199bSC1 que sobreexpresó miR-199b-5p (véase la Figura 
1C y la Figura 3C). También se evaluaron los efectos de la expresión restaurada de HES1 en la SP del clon estable 
199bSC1. Cuando se evaluaron las células transfectadas con HES1 (positivas para GFP) para determinar su 10 
capacidad para excluir el colorante Hoechst, mostraron un aumento mínimo en la SP, de hasta el 1,3 %. Aunque 
superior a la medida para los clones estables 199b (Figura 3E-H), todavía 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-expresión de HES1 
después de la transfección transitoria, que podría no ser suficiente para permitir el rescate del fenotipo completo. 
Después se trató de rescatar los efectos en el compartimiento CD133; sin embargo, la transfección transitoria de 15 
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 transfección transitoria, que no permite una reorganización de la jerarquía de células 
Daoy. 
 
El crecimiento tumoral se reduce en los xenoinjertos obtenidos a partir del clon 199SC1 estable. 20 

 
[0064] Los hallazgos aquí indicaron que miR-199b-5p es un inhibidor potencial de la formación tumoral. Por lo 
tanto, para investigar la función de miR-199b-5p en un modelo de tumor in vivo, se estabilizaron los clones 199bSC1 

y Daoy de control con un vector de expresión que portaba ADNc de luciferasa. Los clones obtenidos se ensayaron 
para determinar los niveles de expresión de la luciferasa y también se validaron para la retención del fenotipo 25 
parental, en cuando la expresión tanto de HES1 como de miR-199b-5p (véase la Figura 12A-D). Estos clones de 
Daoy estables 199b-Luc1 y Ctl-Luc-4 se inyectaron después en los costados izquierdo y derecho, respectivamente, 
de cinco ratones atímicos desnudos/sin pelo. El crecimiento tumoral se evaluó mediante obtención de imágenes 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 sólo tres costados inyectados con 199b-Luc1 mostraron 30 
injerto tumoral. En general, se observó una diferencia significativa en los volúmenes tumorales entre los costados de 
control y los costados de miR-199b-5p (Figura 4A). Las mediciones de bioluminiscencia mostraron reducciones 
significativas en la emisión de los lados miR-199b-5p durante el crecimiento tumoral, en comparación con los lados 
de control (por ejemplo, ratón n.º 4, Figura 4B). Después de nueve semanas, cuatro de los cinco ratones mostraron 
diferencias estadísticamente significativas en estas señales de bioluminiscencia entre los lados de control y los lados 35 
contrarios de miR-199b-5p (Figura 4C). Tomados en conjunto, estos datos muestran que miR-199b-5p puede alterar 
la formación tumoral in vivo en ratones atímicos sin pelo/sin pelo. Los tumores de xenoinjerto del ratón n.º 5 y del 
ratón n.º 4 se explantaron y se analizaron para determinar la expresión de miR-199b-5p y HES1 y se evaluaron 
histopatológicamente (Figura 12 E-H). 
 40 
[0065] Para investigar adicionalmente la capacidad de miR-199b-5p para regular el crecimiento de MB, se inyectó 
ortotópicamente el clon estable 199bSC1 en el cuarto ventrículo 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 obtención de 

imágenes de bioluminiscencia (BLI), en ratones inyectados con el clon 199bSC1, el crecimiento tumoral era 
considerablemente más bajo que el observado en el lado inyectado de las células de control (CTL). Como 45 
confirmación 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 reducción de 
BLI después de 4 semanas (Figura 4F). Se muestras adquisiciones de BLI adicionales, después de 8 semanas 
desde la implantación de las células en la Figura 4G. En este momento, se sacrificaron dos ratones y se analizaron 
adicionalmente para determinar la histopatología. La tinción de hematoxilina-eosina de los tejidos congelados mostró 50 
una masa tumoral en el cerebelo de animales inyectados con AdV5-Mock#2 y AdV5-199b#3. Las secciones 
histológicas congeladas paralelas en serie se examinaron mediante microscopía de fluorescencia para determinar la 
proteína de fluorescencia verde endógena (GFP) expresada por células infectadas con adenovirus. Después, se 
evaluó la expresión de la proteína HES1 mediante tinción inmunohistoquímica de otros tejidos incluidos en parafina, 
usando un anticuerpo anti-HES1. En general, se evaluaron los niveles de persistencia de la expresión de adenovirus 55 
en células infectadas, como la regulación descendente de la expresión de HES1 debido a miR199b que portaba la 
expresión de adenovirus, siguiendo así el crecimiento tumoral en el tiempo por BLI, véase la Figura 4G-H, y la 
tinción 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 
inyección, para evaluar la actividad proliferativa del tumor (Figura 5A, B). Los datos de adquisición complementarios 60 
de bioluminiscencia con dos vídeos mostraron la reconstrucción tridimensional de los dos ratones inyectados con 
AdV5-Mock y con AdV5-199b, respectivamente (Figura 14). Estos análisis mostraron una reducción significativa de 
la masa tumoral en el animal AdV5-199b#5, en comparación con los ratones control AdV5-Mock#7, proporcionando 
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también los análisis PET-CT volúmenes tumorales (0.024 cm
3
 frente a 0.044 cm

3
, respectivamente). En general, 

estos datos indican un efecto beneficioso de la sobreexpresión de miR199b-5p, como una influencia negativa en el 
crecimiento tumoral de las células de MB en este modelo de ratón sin pelo de xenoinjerto ortotópico. 
 
Expresión de miR-199b-5p en tumores de meduloblastoma humano. 5 

 
[0066] Para determinar si el miR-199b-5p se expresa eficazmente en cerebelos pediátricos 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 midió la expresión de miR-199b-5p, comparando cinco muestras de 
cerebelo obtenidas de niños de 0-1 años con seis de niños de 13-16 años (Figura 6A). El MiR-199b-5p mostró una 10 
mayor expresión en los explantes de los controles sanos más jóvenes (prueba de Mann-Whitney, P = 0,006). 
 
[0067] Para determinar si la expresión 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 proteína HES1 se correlacionan con resultados negativos en pacientes de MB [24]. Después, toda la 15 
población pacientes (n = 61) se dividió en dos grupos, como expresión baja frente a alta de miR-199b-5p, en base a 
la media global. La distribución de la expresión de miR-199b-5p entre los casos no metastásicos (M0) y 
metastásicos (M1, M2 y M3) mostró que la expresión de miR-199b-5p en los casos no metastáticos fue 
significativamente mayor que en los casos metastásicos (P = 0,001, prueba de ji-cuadrado de Pearson, Figura 6B). 
 20 
[0068] En el subconjunto de pacientes donde estaba disponible información de seguimiento (n = 45), la curva de 
supervivencia para los pacientes que expresaron miR-199b a niveles altos mostró una tendencia positiva, con una 
mejor supervivencia global que los pacientes de baja expresión. Sin embargo, la prueba de rango logarítmico de las 
curvas de Kaplan-Meier no mostró una diferencia significativa (P = 0,182; Figura 6C), probablemente debido al 
número limitado de pacientes con seguimiento a largo plazo. 25 
 
[0069] Estos datos que muestran la regulación descendente de miR-199b-5p en MB metastásicos indican un 
mecanismo de silenciamiento a través de alteraciones epigenéticas o genéticas. Por lo tanto, se ensayó la expresión 
de miR-199b-5p por PCR en tiempo real en un panel de líneas celulares de MB después de la inducción de la 
desmetilación con 5-aza-desoxicitidina (Figura 6D). De hecho, dos líneas celulares (Med8 y UV238) mostraron una 30 
regulación ascendente significativa de miR-199b-5p, apoyando de esta manera la hipótesis de control epigenético de 
la expresión de miR-199b-5p. Es necesario realizar estudios adicionales para identificar este mecanismo de 
regulación regulado de la acción a través de la inactivación epigenética de la expresión de miR199b-5p durante el 
desarrollo tumoral. 
 35 
Información de soporte 

 
[0070] A través de los análisis de predicción de dianas, se observó que miR-199a-5p y miR-199b-5p se dirigían 
potencialmente a HES1, con altos valores de puntuación. Para determinar si esta unión potencial se tradujo en una 
regulación eficiente de HES1 en células vivas, se transfectaron ambos miRNA en la línea celular HEK-293 (Figura 40 
9A, B). Se clonaron los pre-miRNA en dos construcciones donde la expresión se impulsó por el promotor de CMV. 
Después de 48 h de transfección transitoria, de hecho, el miR-199b-5p reguló en descenso la expresión 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. 
 45 
[0071] Después, se evaluaron los niveles de expresión 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 mostró bajos 
niveles de expresión en células SH-SY5Y, una línea celular de neuroblastoma, mientras que las células Daoy 
expresaron más miR-199b-5p. También hubo diferencias en los niveles de expresión de los dos miRNA en la línea 
celular de MB D283MED, que se obtuvo a partir del líquido de ascitis de un paciente con MB metastásico, a 50 
diferencia de la línea celular Daoy [1]. Aquí, la expresión de miR-199b-5p fue 10

4
 veces menor en comparación con 

las células Daoy, lo que refleja potencialmente los diferentes orígenes del tipo de células tumorales [2]. También se 
evaluó la expresión 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 sobreexpresión de pre-miR-199a, no 
se observó sobreexpresión de miR-199a* en las células Daoy. Esto se debe probablemente a un procesamiento 55 
específico de pre-miR-199b-5p hacia la producción de miR-199a (datos no mostrados). La expresión de MiR-199b-
5p también se evaluó en tejidos humanos normales (Figura 9D): su expresión era alta en el duodeno y los ganglios 
linfáticos, observando menor expresión en el cerebro (entero) y la corteza adultos. 
 
[0072] Para confirmar los efectos de miR-199b-5p en diferentes líneas celulares de MB, se transfectaron de forma 60 
transitoria células D283MED y se evaluó la regulación descendente de HES1 mediante transferencia Western. Como 
se muestra en la Figura 9G, la sobreexpresión de miR-199b-5p condujo a una disminución de los niveles de proteína 
HES1. Este efecto sobre la proteína HES1 se traduce en una reducción en la proliferación celular, según se evaluó 
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mediante el ensayo MTS (Figura 10F). En este caso, se compararon las líneas celulares D283MED y ONS76 
transfectadas transitoriamente con miR-199b-5p; en ambos casos se observó una disminución de la proliferación, en 
comparación con las células transfectadas mock. 
 
[0073] Por lo tanto, se cuestionó si miR-199b-5p está implicado en el control de la proliferación celular a niveles 5 
endógenos. Para responder a esto, se utilizó un 2-O-metil-oligoribonucleótido dirigido contra la secuencia madura de 
miR-199b-5p (199b-OM), para disminuir sus niveles endógenos. Dado que las células Daoy mostraron las 
cantidades más altas de miR-199b-5p entre las líneas celulares de MB ensayadas (datos no mostrados), se 
transfectaron con 199b-OM (Figura 10G). Las células mostraron una mayor velocidad de proliferación in vitro, en 
comparación con la velocidad de proliferación de las células Daoy transfectadas con un OM de control (un 2-O-metil 10 
oligoribonucleótido desordenado). 
 
Expresión de mmu-miR-199b-5p en el desarrollo del cerebelo 

 
[0074] Para abordar la cuestión de cómo se expresa mir199 durante el desarrollo del cerebelo, se aprovechó el 15 
homólogo murino mmu-miR-199b-5p y se ensayó su expresión en el cerebelo de ratón en desarrollo. Se aplicó la 
metodología desarrollada para el uso de sondas de ácido nucleico bloqueadas etiquetadas con digoxigenina (DIG). 
Se utilizaron embriones en E14.5 y cerebros de ratón recién nacidos en P0 en experimentos de hibridación in situ, 
como se muestra en la Figura 10A. La expresión de mmu-miR-199b-5p se comparó con la de miR-124a como el 
control, que se sabe que es un miRNA abundante en el sistema nervioso central. La expresión de mmu-miR-199b-5p 20 
fue más difusa, en comparación con miR-124a. Además, la expresión de mmu-miR-199b-5p disminuyó con el 
desarrollo del cerebelo, mientras que miR-124a conservó su expresión en la capa de células granulares internas 
(IGL) y en las neuronas de Purkinje. A continuación, la expresión de mmu-miR-199b-5p se evaluó en el cerebelo de 
ratón en diferentes fases de desarrollo, midiendo los niveles de miRNA maduro y a través de sus análisis de 
expresión usando PCR en tiempo real. Los datos mostraron que incluso si mmu-miR-199b-5p se expresaba en 25 
niveles más bajos comparados con miR-124a, la expresión de mmu-miR-199b-5p se regula en el desarrollo, que 
disminuyó a partir de los días embrionarios 16,5 hasta el cerebelo de ratón desarrollado adulto (Figura 10B). 
 
Regulación de MiR-199b-5p de otras dianas potenciales. 

 30 
[0075] Entre las dianas predichas de miR-199b-5p, se encuentra la cinasa GSK3-β, una proteína implicada en la 
transducción de señal 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 razón, se evaluó la capacidad de miR-199b-5p para regular por 
descenso GSK3-β utilizando el clon estable 199bSC1 ya obtenido. Este clon no mostró ninguna reducción 
significativa en los niveles de la proteína GSK3-β (Figura 10 C). Este efecto se puede explicar de acuerdo con la 35 
3'UTR de GSK3-β que no es accesible para la unión con miR-199b-5p, como se sugiere de hecho por el alto ΔΔG 

evaluado por el algoritmo Pita (véase la Tabla 3; [4]). También se seleccionaron otros tres genes a ensayar para 
determinar su regulación 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 
detectó ningún efecto de regulación descendente de miR-199b-5p en estas 3'UTR génicas seleccionadas (Figura 10 40 
D). Más recientemente, se ha demostrado que miR-199a* regula el protooncogen MET [3]. Dado que comparte la 
misma secuencia que miR-199b-5p, será de interés comprobar los niveles de este protooncogen en estos análisis, lo 
que será una cuestión de futuros estudios. 
 

Tabla 3 45 

Genes 

diana 
Función génica 

Análisis Miranda Análisis PITA 

Puntuación 
Valor de 

p 
Semilla ΔΔG 

HES1 Factor de transcripción 18,2355 5,80E-03 8:0:1 -8,92 

NTRK1 Receptor de tirosina cinasa neurotrófico 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 
Homólogo A defectuoso de la regulación del ciclo 

celular de histona HIR 
16,224 2,10E-04 8:0:1 -2,52 
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HOXC5 Proteína Homeobox Hox-C5 16,157 
8,21 E-

03 
8:0:1 0,09 

MAP2K5 
Proteína cinasa 5 activada por mitógeno de 

especificidad dual 
16,2892 4,35E-02 8:0:1 -4,13 

MAP3K12 Proteína cinasa 12 activada por mitógeno 15,8078 6,10E-03 8:0:1 -6,37 

NANOG Proteína Homeobox NANOG 17,3329 0,01486 8:0:1 -7,65 

NHLH2 Proteína 2 hélice-bucle-hélice (HEN2) 16,0155 4,62E-03 8:0:0 -7,59 

OTX1 Proteína Homeobox OTX1 16,1851 2,04E-04 8:0:1 -8,68 

GSK3B Glucógeno · sintasa cinasa-3 beta 16,4041 3,80E-02 8:0:0 0,03 

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

 
[0076] La obtención de imágenes in vivo basadas en luciferasa ha emergido recientemente como una potente 

herramienta para investigar el injerto potencial de células tumorales en modelos animales ortotópicos [5]. Para 5 
determinar la función de miR-199b-5p en un modelo de tumor in vivo, se estabilizaron los clones 199bSC1 y Daoy de 
control con un vector de expresión que portaba ADNc de luciferasa. Los clones se ensayaron para evaluar sus 
niveles de expresión de luciferasa (Figura 12A, B): estos experimentos in vitro mostraron altas correlaciones entre el 
número de células y las mediciones de bioluminiscencia. Por lo tanto, esta expresión de luciferasa permitió la 
obtención de imágenes no invasiva de la bioluminiscencia asociada al tumor y la cuantificación del crecimiento 10 
tumoral. Los clones estables obtenidos se validaron para determinar su retención del fenotipo parental, tanto en 
términos de expresión de miR-199b-5p como de HES1, como se ilustra en la Figura complementaria 12 C, D. El 
xenoinjerto del ratón n.º 4 se explantó y se procesó para determinar su morfología, utilizando tinción con 
hematoxilina y eosina. Los tumores formados en el lado de control eran más invasivos y agresivos que los formados 
en el lado inyectado con miR-199b-5p, como puede observarse por la invasión del anterior en el tejido muscular 15 
(Figura 12E, flechas de color negro). La tinción con un anticuerpo dirigido contra Nestina reveló que el tumor 
formado en el lado de miR-199b-5p mostró menos células con la característica de progenitores neurales, de acuerdo 
con la regulación descendente de la ruta Notch (Figura 12 G, H) [6]. Los explantes del ratón n.º 5, que formaban 
tumores tanto en los lados inyectados con 199b como de control, mostraron una pérdida de expresión del transgén 
(miR-199b-5p), que podía ser responsable de la recuperación del potencial tumoral (Figura 12 I). 20 
 
[0077] Para caracterizar adicionalmente la capacidad de miR-199b-5p para contrarrestar el crecimiento tumoral in 
vivo, se establecieron implantes ortotópicos de células Ctl-Luc1 y 199b-Luc4. Además, 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 (tecnologías BLI). Se usaron las células tanto 25 

infectadas con 199b-Luc4 como con AdV-199b como controles, y el clon Ctl-Luc1 se infectó después con un virus 
AdV5-mock. Los resultados a las 4 semanas de la inyección se muestran en la Figura 5, con más análisis BLI de los 
ratones mostrados a las 4 y 8 semanas (Figuras 4G y 14). 
 
La línea celular Daoy tratada con DAPT muestra un aumento de la expresión endógena de miR-199b y una 30 
firma de expresión génica de tipo célula madre. 

 
[0078] Para determinar si podrían aumentar los niveles endógenos de miR-199b-5p, se trataron líneas de células 
Daoy con éster t-butílico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-I-alanil]-S-fenilglicina (DAPT, Sigma-Aldrich), que bloquea 
eficientemente el complejo de presenilina-secretasa, y como consecuencia, evita eficazmente la activación de la 35 
respuesta Notch [7, 8]. Como se muestra en la Figura 13A, se encontró que tras el tratamiento con DAPT, el nivel de 
miR-199b-5p aumentó 9 veces a las 12 h. Después, esta activación se siguió de una rápida inhibición de su 
expresión, dentro de las 24 h del tratamiento. Después, estos datos se apoyaron por la verificación de los niveles de 
HES1 utilizando análisis de transferencia Western (Figura 13B), indicando de este modo que tras la expresión de 
miR-199b-5p, se observó la inhibición de los niveles de proteína HES1. Estos datos indujeron a determinar en qué 40 
medida puede influir la pérdida de HES1 y la sobreexpresión de miR199 en la firma de expresión génica de los 
genes implicados en las células madre embrionarias (ES) y las células madre de cáncer tras el tratamiento con 
DAPT. 
 
[0079] Siguiendo los resultados presentados en un estudio reciente [9], se aplicó la detección cuantitativa en 45 
tiempo real para los perfiles de expresión 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 sólidos, 

ES 2 621 824 T3

 



 33 

incluyendo de mama, vejiga y glioma. Aquí, 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 función de células 
madre/progenitoras adultas, la proliferación de ES y células tumorales y/o avance del cáncer. De acuerdo con estos 
criterios, la lista de genes comprendía: CD133, c-Myc, Oct4, KFL5, Nanog, TCF7L1, HMGA1, HMGB3, ZIC1, 5 
MYBL2, TEAD4 e ILF3. Como se muestra en la Figura complementaria S5C, la expresión de los genes CD133 y c-
Myc se reguló en descenso en la línea celular Daoy inducida con DAPT. Después, también se observó que los 
niveles de expresión de los genes Oct4, Nanog, KFL5, TCF7L1, HMGA1, HMGB3, ZIC1, MYBL2 y TEAD4 estaban 
regulados en descenso en la sobreexpresión inducida por DAPT de Daoy de miR-199b-5p, cebadores y los valores 
2^DCt en bruto se enumeran en la Pestaña S3. Esto confirmó así que la regulación ascendente de miR-199b-5p es 10 
concurrente con la inhibición de la ruta Notch, que regula las poblaciones de células madre, como se observa por los 
marcadores seleccionados que ya se sabe que están implicados "directamente" o "indirectamente" en este 
fenómeno. En la actualidad, queda por determinar en qué medida la sobreexpresión de miR-199b-5p puede 
modularse por la inhibición de la ruta Notch. Estas preguntas serán una cuestión para futuros estudios. 
 15 
[0080] Estudios adicionales han demostrado la sobreexpresión de los genes PDGFR-A, PDGFR-B y SPARC en 
pacientes con MB metastásico y en líneas celulares de MB [10, 11]. Por lo tanto, también se analizó la expresión de 
los genes PDGFR-A, PDGFR-B y SPARC en el modelo de línea celular Daoy como se ha presentado anteriormente, 
con su regulación ascendente de miR199b endógeno en el tratamiento con DAPT. Como se muestra en la Figura 
13D, la expresión de PDGFR-B y SPARC se redujo en descenso en la línea celular Daoy tratada con DAPT, en 20 
comparación con el vehículo de sólo tratamiento, mientras que también se observó la baja regulación en ascenso de 
PDGFR-A. En este momento, queda por determinar si este bajo aumento en la expresión de PDGFR-A a través de 
la ruta RAS/MAPK será suficiente para impulsar el potencial metastásico de células de MB que sobreexpresan miR-
199b-5p; este es un efecto opuesto al que se obtuvo verificando la expresión de miR199b-5p en los tumores. Estos 
resultados son también de alguna manera contradictorios con los datos de la bibliografía, aunque en el marco de la 25 
fe de erratas [11], la sobreexpresión de PDGFR-A encontrada en los tumores metastásicos de MB se juzgó mal 
debido a una secuencia incorrecta y la anotación de la sonda por GenBank y Affymetrix: aunque la secuencia de 
GenBank J03278 incluye la región de codificación completa de PDGFR-B, se dio el locus como "PDGFRA", y la 
sonda 1771 de Affymetrix se anotó como "ARNm del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas 
humanas J03278 HUMPDGFRA (PDGF)". En estos nuevos datos notificados

10
, se observó que el PDGFR-B estaba 30 

regulado en ascenso en los tumores metastásicos de MB. Estos últimos resultados están acordes con lo observado 
en las líneas celulares Daoy de los inventores, donde la sobreexpresión de miR-199b-5p tras el tratamiento con 
DAPT indujo la regulación en descenso de la expresión de PDGFR-B y SPARC. Esto a su vez se correlaciona con la 
pérdida de expresión de miR199b-5p en pacientes metastásicos, y definitivamente fortalece la importancia de la 
expresión de miR-199b-5p y su participación en el desarrollo del cáncer de MB, alterando su potencial metastásico. 35 
Finalmente, los datos aquí presentados confirmaron el papel de la sobreexpresión de miR-199b-5p vinculando su 
función principal para la inhibición del mantenimiento de células madre ES y células madre de cáncer operado por 
los genes ya implicados en estos mecanismos de acción. 
 
[0081] Recientemente, un patrón de expresión específico de pacientes de MB infantiles mostró nueve miRNA, que 40 
incluían miR-199b-5p, también agrupados con tumores de sobreexpresión de ErbB2 y/o c-Myc [12]. En particular, 
mostraron una mayor expresión de miR-135a y b, miR-10b, miR-125b y miR-153, mientras que miR-199b mostró 
una menor expresión 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 pronósticos independientes 
en el MB infantil, y en particular Erb-2 es un marcador de peor pronóstico dado su efecto de supervivencia negativo 45 
en MB. En general, los resultados de la bibliografía fortalecen aún más la importancia de mir199b-5p, cuya expresión 
se regula en descenso en los tumores de MB y se asocia a la agresividad de estas cohortes positivas para Erb-2. 
 
Obtención de imágenes moleculares de alta resolución por análisis PET y SPECT-CT para animales 
pequeños. 50 

 
Preparación de los animales y obtención de imágenes por PET/CT 

 
[0082] Los ratones se mantuvieron en una jaula ventilada (26 ºC) durante 1 h antes de los estudios por imágenes. 
La anestesia se realizó con administración intraperitoneal de una mezcla de ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10 55 
mg/kg) (volumen de inyección, 100 μl/10 g). Se realizó un PET 1 h después de la administración de 3'-desoxi-3'-
[
18

F]fluorotimidina ([
18

F]FLT), un marcador de proliferación tumoral (50 μl, 7,4 MBq, tiempo de exploración, 18 min), 
en una vena caudal lateral, usando un escáner PET para animales (GE Healthcare eXplore Vista, FWHM 1,6 mm). 
Se realizaron estudios de TC de alta resolución (GE Healtcare eXplore Locus, resolución espacial, 45 μm) a las 24 h 
del PET. 60 
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Análisis de datos 
 
[0083] Se calcularon los valores de absorción estandarizados (SUV) máximos (SUVmáx) y medios (SUV) a partir 
de los estudios PET (SUV = actividad tisular (MBq/cc)/[dosis inyectada (MBq)/peso corporal (g)]). Las imágenes de 
PET/CT se procesaron posteriormente para obtener reconstrucciones multiplanares (MPR), proyecciones de máxima 5 
intensidad (MIP), renderizado de volumen tridimensional e imágenes de fusión, usando Osirix 3.3 (sistema operativo 
MAC OS 10.5). Se obtuvieron reconstrucciones tridimensionales adicionales utilizando MicroView (GE eXplore 
Locus). 
 
[0084] Los volúmenes de lesión se calcularon a partir de datos de PET usando un software desarrollado 10 
internamente (basado en IDL, ITT Vis Inc), resumiendo todos los voxels espacialmente conectados con SUV > 
SUVmáx al 50 %. Los perfiles de lesión definidos con estos procedimientos se utilizaron para la comparación basada 
en ROI entre AdV5-Mock y AdV5-199b. 
 
ANÁLISIS 15 

 
[0085] Las interconexiones entre las rutas de señalización alteradas en MB permanecen en gran parte 
desconocidas, y todavía es difícil definir una estratificación de pacientes específica de acuerdo con las clases de 
riesgo que reducirán la mortalidad y la morbilidad asociadas a la terapia. En el presente estudio, se ha identificado 
un mecanismo de regulación del gen HES1 a través del miRNA miR-199b-5p. HES1 es un regulador clave del 20 
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 señalización Shh y Notch2. 
 
[0086] Se indica aquí un nivel novedoso de regulación de la expresión de HES1 que se impulsa por miR-199b-5p, 25 
que se une a la 3'UTR de HES1 y conduce a una traducción improductiva. Cabe apreciarse que, también se han 
investigado las acciones de miR-199b-5p en una construcción 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 
sobreexpresión de miR-199b. No obstante, no se obtuvo una regulación descendente de la actividad indicadora al 30 
ensayarse en las mismas condiciones en las que se obtuvieron efectos sobre la 3'UTR de HES1. Además, el clon 
estable 199bSC1 tiene un nivel de proteína GSK3-β comparable con el control. Cabe apreciarse que, cuando se 
analiza de acuerdo con el algoritmo Pita, el valor de ΔΔG para la unión de miR-199b-5p a la 3'UTR de GSK3-β es 
muy alto, lo que indica una mala accesibilidad a la 3'UTR [41] (Tabla 3). Recientemente también se ha demostrado 
que miR-199a*, que tiene la misma secuencia que miR-199b-5p, está implicado en la activación de caspasa 35 
actuando potencialmente a través de la regulación descendente del protooncogen Met [42]. Será también de interés 
para futuros estudios determinar la regulación descendente de esta diana por miR-199b, incluso si parece 
improbable debido a la falta de inducción de la apoptosis después de la sobreexpresión de miR-199b en estos 
sistemas celulares. 
 40 
[0087] El análisis de los clones de miR-199b-5p de sobreexpresión sugirió que miR-199b-5p puede alterar el 
potencial de proliferación y de injerto de las células de MB. De hecho, la pérdida de la ciclina D1 en los clones de 
miR-199b-5p de sobreexpresión es un recordatorio de los efectos similares observados en los ratones Ccnd1-l, que 

han disminuido la proliferación temprana de GNP y la ataxia temprana como consecuencia de un retraso en la 
adquisición de la función cerebelar normal, afectando así la progresión de las lesiones preneoplásicas a los MB [43]. 45 
 
[0088] Nuestros datos también están de acuerdo con los datos in vivo informados de células murinas 
genéticamente inactivadas para Hes1. Mientras que los efectos de miR-199b-5p podrían explicarse por el 

desencadenamiento de la apoptosis, estos ensayos citofluorométricos sugieren que la alteración de la proliferación 
de células de MB no está vinculada a la apoptosis extensa de las células que sobreexpresan miR-199b-5p (véase el 50 
ensayo del ciclo celular en la Figura 1A). Esto es acorde con los datos informados para los progenitores neurales 
obtenidos a partir de ratones Hes1-/-, donde las indicaciones apoptóticas sólo se observaron en tipos de células 

restringidos [22]. 
 
[0089] La correlación que se muestra entre miR-199b-5p y el estadio M tumoral indica que los niveles de expresión 55 
de miR-199b-5p pueden ser investigados concomitantemente con la resección tumoral. Esto permitirá identificar un 
subconjunto de pacientes que deben desarrollar un tumor agresivo y tener una futura formación de metástasis, 
señalando que la enfermedad diseminada es el factor independiente más potente asociado con la mala 
supervivencia. A pesar de la correlación con el estado M, la sobreexpresión de miR-199b-5p no condujo a una 
disminución de la motilidad celular de las células Daoy (Figura 10 E). Esto bien puede ser debido a la motilidad 60 
extremadamente alta de las células Daoy, lo que indica que para superar este fenotipo, ha de tener lugar un paso 
adicional más allá de la regulación de la ruta Notch. Sin embargo, cabe apreciarse que, la expresión de PDGFR-B y 
SPARC, dos genes recientemente correlacionados con MB metastásico [44, 45], se reduce en presencia de la 
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sobreexpresión 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 regulación de la ruta Notch a través de la modulación de miR-199b-5p, será 
de interés enfocar futuros estudios sobre el papel de los genes regulados por Notch en pacientes con MB 
metastásico. Adicionalmente, el desarrollo de modelos de ratón que mejor reproduzcan la enfermedad humana es 5 
una tarea importante. Dentro de este escenario, los hallazgos de que el modelo de ratón Smo/Smo homocigoto tiene 
propagación leptomeníngea confirma la participación de la ruta Notch en la regulación 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 expresión de 
miR-199b-5p, lo que puede deberse a alteraciones cromosómicas genéticas o silenciamiento epigenético en un 
subconjunto de pacientes con peor resultado. Estos datos sobre un panel de líneas celulares de MB (véase la Figura 10 
6D) apoyan esta última hipótesis. La razón por la que algunas de las líneas celulares de MB no responden al 
tratamiento con miR-199b creciente podría deberse a la pérdida genética del propio gen, o a una estricta regulación 
del tipo celular de la expresión de miR-199b, que refleja los diferentes orígenes de las líneas celulares. 
 
[0091] En la actualidad, existe un creciente interés en la elucidación de los mecanismos que confieren 15 
propiedades únicas a las "células madre de cáncer" [47]. Recientemente, se demostró que las células CD133+ de 
glioblastoma tienen una mejor probabilidad de supervivencia después de la radiación ionizante, a través de la 
inducción de la reparación del ADN dañado [48]. De hecho, las células Daoy que expresan el antígeno CD133 son 
radio-resistentes, lo que apoya la hipótesis de que las células Daoy representan un modelo para el estudio de un 
compartimento de células madre de tumor [49]. Aquí, miR-199b-5p puede influir en esta población lateral y la 20 
población CD133+ de las células Daoy, concretamente, las células madre de cáncer. 
 
[0092] Junto con CD133, también se evaluaron los niveles de expresión de varios genes de células madre de 
cáncer que recientemente se ha demostrado que están correlacionados con la agresividad de tumores sólidos; como 
se muestra en la Figura complementaria S5B, la expresión de estos genes es acorde con una reducción global en el 25 
fenotipo de "troncalidad" de células Daoy tratadas con éster t-butílico de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-1-alanil]-S-
Fenilglicina (DAPT). Esto evita la activación de la respuesta Notch (véase Materiales complementarios), bloqueando 
así el complejo de presenilina-secretasa y potenciando la expresión de miR199b-5p [50, 51]. Hasta la fecha, este es 
el primer informe de que la expresión 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. 30 
 
[0093] Existe una fuerte indicación a partir de series publicadas de que los niños con meduloblastoma que se 
presenta en más de 3 años de edad se benefician enormemente de la radioterapia, pero el tratamiento de los niños 
más pequeños sigue siendo un desafío. La ausencia de diferencias significativas en las tasas de supervivencia entre 
los pacientes con excisión total o subtotal de MB apoya la opinión de que la extirpación total de MB puede evitarse 35 
cuando el riesgo de déficit neurológicos potenciales es alto. Ensayos recientes han demostrado un efecto 
beneficioso de la quimioterapia, aunque esto no se observó universalmente [52, 53]. Aquí, se prevé el uso y la 
administración de miR199b-5p in situ en el cerebelo de niños afectados por MB de menos de 3 años de edad (y 
positivos para HES1), para alterar así el mantenimiento de las células de cáncer CD133+ de inicio tumoral. 
Combinado con la quimioterapia, y con el potencial de abrogar la radioterapia y evitar el daño cerebral debido a la 40 
extirpación total del tumor, esto debería 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 partículas de lípidos de ácido nucleico 
encapsuladas estables (SNALP). Estas han demostrado ser eficaces en los primates no humanos para la 
administración sistémica, y pasarán la barrera hematoencefálica utilizando nanopartículas encapsuladas que 
contienen moléculas agomir 199b-5p [54]. La forma en que estos enfoques de terapia génica progresarán será 45 
además un problema para futuros estudios preclínicos en animales. 
 
[0094] Como se ilustra en nuestro modelo (Figura 6E), se representan dos niveles de expresión diferentes de miR-
199b-5p en pacientes M0 y M+, lo que podría ser debido a la regulación epigenética durante la carcinogénesis. En 
nuestro modelo "moderadamente alto", un aumento en la expresión de miR-199b-5p reprime HES1, que luego 50 
conduce a un aumento en la expresión génica de bHLH pro-neurales, impulsando a la célula hacia procesos de 
diferenciación. En el modelo "moderadamente bajo", la expresión de miR-199b-5p se reduce debido a mecanismos 
de control epigenéticos, y después se sobreexpresa HES1, lo que conduce a la proliferación celular y la inducción de 
SP y, por lo tanto, un aumento de las células CD133+. Como para muchos otros factores de transcripción, HES1 es 
un punto de integración entre diferentes rutas de transducción de señales, y su equilibrio de expresión determina las 55 
decisiones celulares fundamentales, tal como si se debe iniciar o no un programa de diferenciación. Con este 
escenario, miR-199b-5p se puede ver como parte de la ruta de transducción de señal de Notch compleja, como un 
afinador de los niveles de expresión del factor de transcripción de HES1 bHLH. Se puede considerar que estos 
fenómenos se producen en una diversidad de tejidos y cánceres en los que está implicada una ruta Notch activada. 
 60 
Ejemplo 2: Evaluación de los efectos del tratamiento de líneas celulares de MB, carcinoma de colon y carcinoma de 
mama con el SNALP miR199b-5p. 
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Material y métodos: 

 
Formulación de SNALP 
 
[0095] La tecnología SNALP (partículas de lípidos de ácidos nucleicos estables) empleada en otros trabajos (71-5 
73) se formuló para el mir 199b-5p y su control desordenado relativo (denominado CTR en las figuras) por diferentes 
lípidos proporcionados por Lipoid GMBH (Cam, Suiza). Se utilizó un disolvente de calidad analítica de Carlo Erba 
Reagenti. En el proceso de extrusión, los filtros de policarbonato de 25 mm de membrana Nucleopore Track fueron 
de Whatman (Brentford, Reino Unido). Las membranas para diálisis, las sales y todos los demás productos químicos 
se adquirieron en Sigma-Aldrich (Milán, Italia). 10 
 
[0096] Las SNALP se prepararon mediante una mezcla lipídica compuesta por el aminolípido dioleoildimetilamonio 
propano ionizable (DODAP), asociado a otros lípidos neutros, es decir, diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), 
fosfatidilcolina de huevo (EPC) y diestearoilfosfatidiletanolamina-polietilenglicol 2000 (DSPE2000). La encapsulación 
de miRNA en SNALP se consiguió por la hidratación de una capa lipídica con una solución acuosa de miRNA. La 15 
suspensión resultante se pasó 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, Canadá). La preparación se dializó frente 
a tampón citrato 300 mM, pH 4,0 durante aproximadamente 1 h para eliminar el exceso de etanol; después, se 
dializó frente a HBS (HEPES 20 mM, NaCl 145 mM, pH 7,6) durante 12-18 h para eliminar el tampón citrato, 
neutralizar el DODAP y liberar cualquier miRNA asociado a la superficie de las vesículas. Los ODN no encapsulados 20 
se eliminaron mediante cromatografía en columna de DEAE-Sepharose CL-6B. Las condiciones experimentales, es 
decir, la concentración en miRNA en la solución acuosa y la relación entre los diferentes lípidos, se optimizaron con 
el fin de encapsular altas cantidades de miRNA en las vesículas. Después de la preparación, las SNALP se 
solubilizaron en disolvente orgánico y el miRNA se extrajo en una solución acuosa y se cuantificó por 
espectrofotometría UV. El diámetro medio de las partículas y la distribución de tamaños de las diferentes 25 
formulaciones de SNALP se investigarán por espectroscopía de correlación de fotones (N5 Beckmann Coulter, 
Miami). El potencial zeta SNALP se determinó utilizando la tecnología M3-PALS (Zetasizer Nano, Malvern, 
Worcestershire, Reino Unido). Se prepararon nanocomplexos de miRNA/vaina lipídica mezclando una suspensión 
de liposomas catiónicos a base de metilsulfato de (N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio 
(DOTAP)/colesterol o DOTAP/colesterol/DSPE-PEG2000 con una solución acuosa que contenía protamina, y una 30 
solución acuosa de ADN de timo de ternera y miRNA o únicamente miRNA seguido de incubación a temperatura 
ambiente durante 10-15 minutos. En el caso de liposomas a base de DOTAP/colesterol, las partículas resultantes se 
incubaron luego con una dispersión de micelas de DSPE-PEG a 50 ºC durante 10-15 minutos. Se dejó en reposo NP 
a temperatura ambiente durante 10 minutos. El porcentaje de miRNA en complejo se determinó por 
ultracentrifugación de los complejos y análisis UV del sobrenadante. Las condiciones de formulación, es decir, la 35 
concentración de miRNA en la solución acuosa inicial, la presencia de protamina, la cantidad de lípido catiónico 
utilizada, se optimizó para obtener la mayor eficacia de complejación. El diámetro medio de partícula y la distribución 
de tamaño de los nanocomplejos se investigó por la espectroscopia de correlación de fotones, mientras que el 
potencial zeta se determinó por tecnología M3-PALS. 
 40 
[0097] La secuencia del oligonucleótido miR 199b-5p en las SNALP: CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (SEQ 
ID NO:11) y su secuencia desordenada relativa CTR: gguuguaugcauucccuaucuac (SEQ ID NO: 12).  
 
Ensayo de proliferación MTS 
 45 
[0098] El ensayo de proliferación (MTS) se realizó mediante el kit de ensayo de proliferación celular no radioactivo 
CellTiter96 AQueous (Promega) durante 72 h. Las líneas 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 concentración de 1000 y 3000 células (daoy, 
MDA-231T y 4t1, respectivamente) en 100 μl de medio completo. Para cada punto experimental se realizaron 5 
réplicas. Después de 24, 48 y 72 h en cada pocillo se añadieron 20 μl de una solución 5 x. Después de 4 h se leyó la 50 
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 55 
hizo por FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA) con el software CELL Quest versión 3.3. El análisis de 
anexina V se hizo mediante el anticuerpo Miltenyi Biotec (Auburn, CA). Las células se tiñeron 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 ºC. Después, las células se lavaron con PBS. 
 60 
Hes1 de transferencia Western: véase a continuación 
 
199b y CD133 RT sybr green: véase a continuación 
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Cultivo celular 

 
[0100] La línea celular de carcinoma de mama murino 4T1 se obtuvo mediante la Colección Americana de Cultivos 
Tipo (referencia 74, ATCC, Manassas, VA) y se subcultivó en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma) 5 
complementado con FBS al 10 %, 10 U/Ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina (Celbio Pero, Milán, Italia). 
Las líneas celulares HT29 (carcinoma de colon humano) y MDA-231T (carcinoma de mama humano) se obtuvieron 
mediante la Colección 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, Milán, Italia). 10 
 
Resultados 

 
MiR 199b-5p portado por SNALP en líneas celulares de meduloblastoma, carcinoma de mama y carcinoma 
de colon con evaluación de la toxicidad y de la inhibición de Hes1 diana. 15 

 
[0101] La forma madura de miR 199b-5p (secuencia ribonucleotídica) se formuló por SNALP como se describe en 
Material y métodos con el control relativo. Las líneas celulares Daoy, MDA231T, HT29 y 4T1 se trataron con 1 μg de 
oligonucleótido y se evaluó la vitalidad mediante un ensayo de proliferación MTS (Figura 17A y 18A). Como se 
muestra en las Figuras 17A, 18A, 20A-B, las líneas, mostraron una disminución de la velocidad de proliferación 24, 20 
48 y 72 h después del tratamiento con miR 199b-5p SNALP con respecto al control. Después de 72 h de tratamiento, 
la expresión del miR 199b-5p se aumentó en ambas líneas celulares (Figura 17B e 18B). La toxicidad del tratamiento 
se evaluó mediante análisis de anexina V después de 72 h de tratamiento (Figura 17C y 18C). Como se muestra en 
las Figuras 17C y 18C, ninguna línea celular mostró diferencias en los niveles de apoptosis entre el control y el miR 
199b-5p. Además, después de 72 h de tratamiento, se evaluó la expresión de Hes1 mediante transferencia Western 25 
como se muestra en las Figuras 17D y 18D. La sobreexpresión de miR 199b-5p por SNALP mostró la reducción de 
Hes1, lo que demuestra la eficacia del tratamiento. 
 
Expresión del miR 199b-5p en tejidos de carcinoma de mama y de colon 

 30 
[0102] La expresión del miR 199b-5p se evaluó en carcinoma de mama (29 tejidos) y carcinoma de colon (13 
tejidos). Como se muestra en la figura 19, los niveles de expresión de miR 199b-5p son más bajos en los tejidos de 
carcinoma en relación con controles sanos, demostrando que también en estos tumores el miR 199b-5p es 
silenciado durante el avance tumoral. Los niveles de expresión del gen Cd133 también son inferiores en controles 
sanos en relación con los tejidos de carcinoma, ya que es un marcador de células madre de cáncer. 35 
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<220> 20 
<223> cebador inverso KLF5 
 
<400> 35 
tgagaagact tggtataaac ttttgtgc   28 
 25 
<210> 36 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 30 
<220> 
<223> cebador directo HMGA1 
 
<400> 36 
aaaaacaagg gtgctgccaa   20 35 
 
<210> 37 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> artificial 40 
 
<220> 
<223> cebador inverso HMGA1 
 
<400> 37 45 
ccttcctgga gttgtggtgg t   21 
 
<210> 38 
<211> 24 
<212> ADN 50 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador directo HMGB3 
 55 
<400> 38 
ttttccaaga agtgctctga gagg   24 
 
<210> 39 
<211> 20 60 
<212> ADN 
<213> artificial 
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<220> 
<223> cebador inverso HMGB3 
 
<400> 39 
tttctctttc ccggacatcg   20 5 
 
<210> 40 
<211> 81 
<212> ADN 
<213> artificial 10 
 
<220> 
<223> secuencia amplificada cd133 
 
<400> 40  15 

 
 
<210> 41 
<211> 81 
<212> ADN 20 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> secuencia amplificada c myc 
 25 
<400> 41  

 
 
<210> 42 
<211> 80 30 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> secuencia amplificada nanog 35 
 
<400> 42  

 
 
<210> 43 40 
<211> 81 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 45 
<223> secuencia amplificada oct4 
 
<400> 43  

 

 50 
 
<210> 44 
<211> 81 
<212> ADN 
<213> artificial 55 
 
<220> 
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<223> secuencia amplificada tcfl1 
 
<400> 44  

 
 5 
<210> 45 
<211> 80 
<212> ADN 
<213> artificial 
 10 
<220> 
<223> secuencia amplificada zic1 
 
<400> 45  

 15 
 
<210> 46 
<211> 81 
<212> ADN 
<213> artificial 20 
 
<220> 
<223> secuencia amplificada KLF5 
 
<400> 46  25 

 
 
<210> 47 
<211> 77 
<212> ADN 30 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> secuencia amplificada HMGA1 
 35 
<400> 47  

 
 
<210> 48 
<211> 81 40 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> secuencia amplificada HMGB3 45 
 
<400> 48  

 
 
<210> 49 50 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> artificial 
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<220> 
<223> cebador directo cd133 
 
<400> 49 5 
tccacagaaa tttacctaca ttggaa   26 
 
<210> 50 
<211> 21 
<212> ADN 10 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso cd133 
 15 
<400> 50 
gggtcagcag agagcagatg a   21 
 
<210> 51 
<211> 29 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> sonda cd133 25 
 
<400> 51 
agtatgattc atactggtgg ctgggtggc   29 
 
<210> 52 30 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 35 
<223> cebador directo c myc 
 
<400> 52 
gctggatttt tttcgggtag tg   22 
 40 
<210> 53 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> artificial 
 45 
<220> 
<223> cebador inverso c myc 
 
<400> 53 
tagttcctgt tggtgaagct aacg   24 50 
 
<210> 54 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> artificial 55 
 
<220> 
<223> sonda c myc 
 
<400> 54 60 
cagcagcctc ccgcgacg   18 
 
<210> 55 
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<211> 22 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 5 
<223> cebador directo nanog 
 
<400> 55 
ccgaagaata gcaatggtgt ga   22 
 10 
<210> 56 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> artificial 
 15 
<220> 
<223> cebador inverso nanog 
 
<400> 56 
gcatccctgg tggtaggaag a   21 20 
 
<210> 57 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> artificial 25 
 
<220> 
<223> sonda nanog 
 
<400> 57 30 
cagcacctac ctaccccagc cttta   25 
 
<210> 58 
<211> 21 
<212> ADN 35 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador directo oct4 
 40 
<400> 58 
aacccggagg aggtagtcct t   21 
 
<210> 59 
<211> 26 45 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso oct4 50 
 
<400> 59 
aataacctac ccacaaatgt cattca   26 
 
<210> 60 55 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 60 
<223> sonda oct4 
 
<400> 60 
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catgcatgag tcagtgaaca gggaa   25 
 
<210> 61 
<211> 24 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador directo tcfl1 
 10 
<400> 61 
ccaaggaaga gaacgttgac atag   24 
 
<210> 62 
<211> 19 15 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso tcfl1 20 
 
<400> 62 
ccgagggagc aggatcaag   19 
 
<210> 63 25 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 30 
<223> sonda tcfl1 
 
<400> 63 
aggctctttg tgtttttcct tgtcttttgt cc   32 
 35 
<210> 64 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 40 
<220> 
<223> cebador directo zic1 
 
<400> 64 
cgcgctccga gaatttaaag   20 45 
 
<210> 65 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 50 
 
<220> 
<223> cebador inverso zic1 
 
<400> 65 55 
cggtcacagc cctcaaactc   20 
 
<210> 66 
<211> 23 
<212> ADN 60 
<213> artificial 
 
<220> 
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<223> sonda zic1 
 
<400> 66 
tccacaaaag gacgcacaca ggg   23 
 5 
<210> 67 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> artificial 
 10 
<220> 
<223> cebador directo KLF5 
 
<400> 67 
tttaacccca cctccatcct atg   23 15 
 
<210> 68 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 20 
 
<220> 
<223> cebador inverso KLF5 
 
<400> 68 25 
ggcagggtgg tgggtaaatt   20 
 
<210> 69 
<211> 26 
<212> ADN 30 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> sonda KLF5 
 35 
<400> 69 
tgcttctaaa ctggcaattc acaatc   26 
 
<210> 70 
<211> 22 40 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador directo HMGA1 45 
 
<400> 70 
ccccaggcag accttatatg ag   22 
 
<210> 71 50 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 55 
<223> cebador inverso HMGA1 
 
<400> 71 
tgcttgaggt caggagttcg a   21 
 60 
<210> 72 
<211> 25 
<212> ADN 
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<213> artificial 
 
<220> 
<223> sonda HMGA1 
 5 
<400> 72 
catgggagtc ccaccgtatt gtcca   25 
 
<210> 73 
<211> 21 10 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador directo HMGB3 15 
 
<400> 73 
cgctatgatc gggaaatgaa g   21 
 
<210> 74 20 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 25 
<223> cebador inverso HMGB3 
 
<400> 74 
tggccttttg ggagcattag   20 
 30 
<210> 75 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> artificial 
 35 
<220> 
<223> sonda HMGB3 
 
<400> 75 
attatggacc agctaaggga ggcaag   26 40 
 
<210> 76 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> artificial 45 
 
<220> 
<223> cebador sentido HES1 3'UTR 
 
<400> 76 50 
aaaatctaga cagttcgaag acataaaagc c   31 
 
<210> 77 
<211> 28 
<212> ADN 55 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador antisentido HES1 3'UTR 
 60 
<400> 77 
aaaatctaga aacgcagtgt caccttcc   28 
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<210> 78 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> artificial 
 5 
<220> 
<223> cebador sentido para la mutagénesis específica del sitio de unión a miR-199b-5p en HES1 3'UTR 
 
<400> 78 
aacaggaact tgaatatttg tagagaagag gacttt   36 10 
 
<210> 79 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> artificial 15 
 
<220> 
<223> cebador directo beta actina 
 
<400> 79 20 
cgtgctgctg accgagg   17 
 
<210> 80 
<211> 24 
<212> ADN 25 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador inverso beta actina 
 30 
<400> 80 
gaaggtctca aacatgatct gggt   24 
 
<210> 81 
<211> 18 35 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador directo beta actina 40 
 
<400> 81 
gccaaccgcg agaagatg   18 
 
<210> 82 45 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 50 
<223> cebador inverso beta actina 
 
<400> 82 
acagcctgga tagcaacgta ca   22 
 55 
<210> 83 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> artificial 
 60 
<220> 
<223> sonda beta actina 
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<400> 83 
cccaatcatg tttgagacct tcaac   25 
 
<210> 84 
<211> 18 5 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador sentido PDGFR-B 10 
 
<400> 84 
aggttgctga cgagggcc   18 
 
<210> 85 15 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 20 
<223> cebador antisentido PDGFR-B 
 
<400> 85 
ggtgttgact tcattcaggg tg   22 
 25 
<210> 86 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> artificial 
 30 
<220> 
<223> cebador sentido PDGFR-A 
 
<400> 86 
tcaaggcaga aataggcagc a   21 35 
 
<210> 87 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> artificial 40 
 
<220> 
<223> cebador antisentido PDGFR-A 
 
<400> 87 45 
tggacgtcga tcaggtcca   19 
 
<210> 88 
<211> 20 
<212> ADN 50 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador sentido SPARC 
 55 
<400> 88 
ttgcctggac tctgagctga   20 
 
<210> 89 
<211> 20 60 
<212> ADN 
<213> artificial 
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<220> 
<223> cebador antisentido SPARC 
 
<400> 89 
gggtgaccag gacgttcttg   20 5 
 
<210> 90 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> artificial 10 
 
<220> 
<223> cebador sentido ILF3 
 
<400> 90 15 
ccgacacgcc aagtggtt   18 
 
<210> 91 
<211> 21 
<212> ADN 20 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador antisentido ILF3 
 25 
<400> 91 
acacaagact tcagcccgtt g   21 
 
<210> 92 
<211> 21 30 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador sentido MYBL2 35 
 
<400> 92 
agcaagtgca aggtcaaatg g   21 
 
<210> 93 40 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 45 
<223> cebador antisentido MYBL2 
 
<400> 93 
ggccctcagc tgctcgt   17 
 50 
<210> 94 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> artificial 
 55 
<220> 
<223> cebador sentido TEAD4 
 
<400> 94 
tcggacgagg agggcaagat g   21 60 
 
<210> 95 
<211> 20 
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<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> cebador antisentido TEAD4 5 
 
<400> 95 
gatgtagcgg gcaatcagct 20 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Oligonucleótido que tiene una secuencia que comprende o que consiste en la siguiente secuencia:  

 

 5 
 
o que comprende o que consiste en la secuencia ribonucleotídica correspondiente:  
 

 
 10 
o que comprende o que consiste en una parte de la SEQ ID No: 10: 
 

CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (SEQ ID NO:11) 
 

para su uso en el tratamiento y/o prevención de tumores caracterizado por la expresión del gen CD133, escogido 15 

en el grupo que consiste en meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon y carcinoma mamario. 
 
2. Oligonucleótido para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, portado por un vector vírico o a través de 

tecnología SNALP, tecnología LNA, o que tiene el grupo O-2-metilo modificado por la unión de una molécula de 
colesterol única a través de un enlazador C1-7. 20 
 
3. Oligonucleótido para su uso de acuerdo con la reivindicación 2, en el que el vector vírico es un vector adenovírico. 

 
4. Oligonucleótido para su uso de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el vector adenovírico es un vector AdV5 

que tiene la secuencia de mapa genómico mostrada en la figura 16, consistiendo dicho vector en 6217 pb con un 25 
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 restricción Xhol/Hindlll. 
 
5. Un método de diagnóstico in vitro para evaluar el estadio histopatológico de un tumor y la presencia de metástasis 

por la detección, en una muestra biológica, de la expresión de la secuencia que comprende o que consiste en la 30 
SEQ ID NO:1, y en uno o más genes expresados en las células madre de cáncer escogidas entre CD133, c-myc, 
nanog, oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5, HMGA1, HMGB3, estando dicho tumor escogido del grupo que consiste en 
meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon, y carcinoma mamario. 
 
6. Método de acuerdo con la reivindicación 5, en el que la detección de la expresión de la secuencia que comprende 35 

o que consiste en la SEQ ID NO:1 se hace por PCR en tiempo real usando los siguientes cebadores de 
amplificación: 
 

cebador directo: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID NO:3) 
cebador inverso: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID NO:4) 40 

 
y un par de cebadores de control que se usarán para normalizar el valor de expresión de la secuencia. 
 
7. Método de acuerdo con la reivindicación 6, en el que los cebadores de control que se usarán para normalizar el 

valor de expresión de la secuencia son los siguientes: 45 
 

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

 
8. Método de acuerdo con la reivindicación 5, en el que la detección de la expresión de la secuencia que comprende 50 

o que consiste en la SEQ ID NO:1 comprende las siguientes etapas: 
 

a) retrotranscripción del ARN; y b) expresión de dicha secuencia por ensayo TaqMan 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) 5 

 
9. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 5 a 8, en el que dicho uno o más genes se 

detectan por PCR en tiempo real por amplificación de al menos una de las siguientes secuencias: 
 

CD133:  10 
 

 
 
c-myc: 
 15 

AGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTT (SEQ ID NO: 14) 
 
Nanog:  
 

 20 
 
Oct4:  
 

 
 25 
TCFL1: 
 
CCGCGGGACTATTTCGCCGAAGTGAGAAGGCCTCAGGACAGCGCGT TCTTT (SEQ ID NO: 17) 
 
ZIC1: 30 
 
CAGTTCGCTGCGCAAACACATGAAGGTCCACGAATCCTCCTCGCAGG GCTC (SEQ ID NO:18) 
 
KLF5:  
 35 

 
 
HMGA1: 
 
AAAAACAAGGGTGCTGCCAAGACCCGGAAAACCACCACAACTCCAG GAAGG (SEQ ID NO:20) 40 
 
HMGB3: 
 
TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGGTGGAAGACGATGTCCGGGAAAGA GAAA (SEQ ID NO:21); 

 45 
usando los siguientes pares de cebadores de amplificación: 
 

CD133: 
 

Cebador directo: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22) 50 
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: 5 
 

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

 
Oct4: 10 
 

cebador directo: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28) 
cebador inverso: TGGCGCCGGTTACAGAAC (SEQ ID NO:29) 

 
TCFL1: 15 
 

cebador directo: CCGCGGGACTATTTCGC (SEQ ID NO:30) 
cebador inverso: AAAGAACGCGCTGTCCTGAG (SEQ ID NO:31) 

 
ZIC1: 20 
 

cebador directo: CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32) 
cebador inverso: GAGCCCTGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33) 

 
KLF5: 25 
 

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

 
HMGA1: 30 
 

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

 
HMGB3: 35 
 

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

 
y usando los siguientes pares de cebadores que se usarán para normalizar la expresión de las secuencias génicas: 40 
 

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 o más genes se 45 

detectan por ensayo TaqMan en tiempo real por amplificación de al menos una de las siguientes secuencias: 
 

cd133  
 

 50 

 
 
c myc  
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nanog:  
 

 5 
 
oct4:  
 

 
 10 
tcfl1:  
 

 
 
zic 1:  15 
 

 
 
KLF5:  
 20 

 
 
HMGA1:  
 

 25 
 
HMGB3:  
 

 
 30 
usando los siguientes cebadores y sondas para la amplificación: 
 

cd 133 
 

cebador directo: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID NO:49) 35 
cebador inverso: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50) 
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51) 
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c myc: 
 

cebador directo: GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52) 
cebador inverso: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53) 
sonda: CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54) 5 

 
nanog: 
 

cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55) 
cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56) 10 
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57) 

 
oct 4: 
 

cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58) 15 
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO:59) 
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60) 

 
tcfl1: 
 20 

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

 
zic 1: 25 
 

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

 30 
KLF5: 
 

Cebador directo: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67) 
Cebador inverso: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68) 
sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69) 35 

 
HMGA1: 
 

Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70) 
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71) 40 
sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72) 

 
HMGB3: 
 

cebador directo: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73) 45 
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 expresión de las secuencias génicas: 
 50 

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

 
11. Kit de diagnóstico in vitro para evaluar el estadio histopatológico del tumor, estando dicho tumor escogido del 55 

grupo que consiste en meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon, y carcinoma mamario, y la 
presencia de las metástasis, mediante la detección de la expresión de la secuencia que comprende o que consiste 
en la secuencia SEQ ID NO:1, en una muestra biológica, por PCR en tiempo real y la detección de uno o más genes 
expresados en las células madre de cáncer escogidas entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5, 
HMGA1, HMGB3, comprendiendo o consistiendo dicho kit en: 60 
 

a) los siguientes cebadores de amplificación 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 expresión de dicha secuencia; 5 
c) los siguientes uno o más pares de cebadores y sondas para detectar las secuencias de dicho uno o más 
genes: 
 
cd 133 
 10 

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

 
c myc: 15 
 

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

 20 
nanog: 
 

cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55) 
cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56) 
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57) 25 

 
oct 4: 
 

cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58) 
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO: 59) 30 
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60) 

 
tcfl 1: 
 

cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61) 35 
cebador inverso: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62) 
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63) 

 
zic 1: 
 40 

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

 
KLF5: 45 
 

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

 50 
HMGA1: 
 

Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70) 
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71) 
sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72) 55 

 
HMGB3: 
 

cebador directo: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73) 
cebador inverso: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74) 60 
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75) 

 
d) los siguientes cebadores y sondas para normalizar la expresión 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) 

 5 
12. Kit de acuerdo con la reivindicación 11, en el que dichos cebadores de control en b) para normalizar la expresión 

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 TAA TCT TCT CTG T (SEQ ID NO: 6) 10 

 
13. Kit de diagnóstico in vitro para evaluar el estadio histopatológico del tumor, estando dicho tumor escogido del 

grupo que consiste en meduloblastoma, linfoma, glioblastoma, carcinoma de colon, y carcinoma mamario, y la 
presencia de metástasis, mediante la detección, en una muestra biológica, usando PCR en tiempo real Taqman, de 
la expresión de la secuencia que comprende o que consiste en la SEQ ID NO:1 y la detección de uno o más genes 15 
expresados en las células madre de cáncer escogidas entre CD133, c-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1, KLF5, 
HMGA1, HMGB3, comprendiendo o consistiendo dicho kit en: 
 

a1) los siguientes cebadores y la sonda para la detección de la expresión de dicha secuencia que 
comprende o que consiste en la SEQ ID NO: 1: 20 
 

cebador directo: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7) 
cebador inverso: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8) 
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID NO:9) 
 25 

b1) los siguientes uno o más pares de cebadores y sondas relacionadas para detectar la expresión de dicha 
una o más secuencias génicas: 
 

cd 133 
 30 

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

 
c myc: 35 

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

 40 
nanog: 

 
cebador directo: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55) 
cebador inverso: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56) 
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57) 45 

 
oct 4: 

 
cebador directo: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58) 
cebador inverso: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID NO:59) 50 
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60) 

 
tcfl1: 

 
cebador directo: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61) 55 
cebador inverso: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62) 
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63) 

 
zic 1: 

 60 
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) 5 
sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69) 

 
HMGA1: 

 
Cebador directo: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70) 10 
Cebador inverso: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71) 
sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72) 

 
HMGB3: 

 15 
cebador directo: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73) 
cebador inverso: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74) 
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75) 

 
c1) los siguientes pares de cebadores y sonda para normalizar la expresión de dichas secuencias génicas: 20 
 

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

25 
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