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DESCRIPCION
Huella del miARN en el diagnostico de cancer de pulmoén
Antecedentes de la invencion

Los microARN (miARN) son una clase recientemente descubierta de pequefios ARN no codificantes (17-14
nucleétidos). Debido a su funcion como reguladores de la expresién génica juegan un papel critico tanto en los procesos
fisiolégicos como patologicos, tal como el cancer (Calin y Croce 2006; Esquela-Kerscher y Slack 2006; Zhang, Pan y
otros 2007; Sassen, Miska y otros 2008).

Existe una creciente evidencia de que los miARN no solo se encuentran en los tejidos, sino también en la sangre
humana bien como acidos nucleicos circulantes libres (también llamados miARN circulantes) o en las células
mononucleares. Un estudio reciente de prueba de concepto demostrd que el patrén de expresion del miARN en una
mezcla de sueros sanguineos y mezcla de células sanguineas, tanto en individuos sanos como en pacientes de cancer
incluyendo pacientes con cancer de pulmén (Chen, Ba y otros, 2008). Ademas, se demostré recientemente una notable
estabilidad de los miARN en sueros humanos (Chen, Ba y otros 2008; Gilad, Meiri y otros 2008). Estos hallazgos hacen
del miARN una herramienta potencial para el diagnostico de diversos tipos de enfermedades basados en el analisis de
la sangre.

El cancer de pulmon es la principal causa de muerte de cancer en todo el mundo (Jemal, Siegel y otros 2008). Su tasa
de supervivencia de cinco afios esta entre las mas baja de todos los tipos de cancer y se correlaciona notablemente con
la etapa en el momento del diagnostico (Scott, Howington y otros 2007). Con el uso de las técnicas actualmente
existentes, mas de dos tercios de los canceres de pulmoén se diagnostican en etapas tardias, cuando la tasa de
supervivencia relativa es baja (Henschke y Yankelevitz 2008). Esta realidad exige la busqueda de nuevos
biomarcadores que sean capaces de captar el cancer de pulmoén mientras todavia es pequerio y localmente definido.

Varios marcadores se han propuesto para indicar tipos especificos de trastornos y en particular el cancer.

Por ejemplo, el documento de patente nim. WO 2009/070653 A1 describe un método para el diagnostico, el pronostico
y el tratamiento del cancer de pulmén mediante la deteccion de al menos un miARN en la sangre periférica.

Sin embargo, todavia existe la necesidad de métodos y composiciones mas eficientes y eficaces para el diagnostico de
enfermedades y en particular del cancer.

Resumen de la invencién

La presente invencion proporciona nuevos meétodos para diagnosticar el cancer de pulmén basandose en la
determinacion de los miARN especificos que tienen niveles de expresion alterados en estados de la enfermedad en
comparacion con los controles sanos u otros controles relevantes. La presente invencién proporciona particularmente
nuevos métodos para el diagnostico del cancer de pulmén en individuos humanos basados en el analisis del miARN a
partir de muestras de células sanguineas de eritrocitos periféricos, leucocitos y trombocitos.

El objetivo de la invencion es un método para diagnosticar el cancer de pulmén, que comprende las etapas de

(a) determinar un perfil de expresion de un conjunto predeterminado de los miARN en una muestra biolégica de un
paciente; y

(b) comparar dicho perfil de expresion con un perfil de expresion de referencia,

en donde la comparacién de dicho perfil de expresion determinado con dicho perfil de expresion de referencia permite el

diagnostico del cancer de pulmén y en donde dicha muestra biolégica es una muestra de células sanguineas de

eritrocitos periféricos, leucocitos y trombocitos.

Una "muestra bioldgica" puede ser una muestra de tejido o fluidobioldgico. Ejemplos de muestras biolégicas son
secciones de tejidos, sangre, fracciones sanguineas, plasma, suero, etc. Una muestra biolégica puede proporcionarse
retirando una muestra de células de un sujeto, pero puede proporcionarse también usando una muestra previamente
aislada. Por ejemplo, una muestra de tejido puede extraerse de un sujeto que se sospecha que tiene una enfermedad
mediante técnicas convencionales de biopsia. En una modalidad preferida, se toma una muestra de sangre del sujeto.
En una modalidad, la muestra de sangre o tejido se obtiene del sujeto antes del inicio de la radioterapia, quimioterapia u
otro tratamiento terapéutico. De conformidad con la invencién, la muestra biolégica es una muestra de células
sanguineas de eritrocitos periféricos, leucocitos y trombocitos.

Una muestra bioldgica de un paciente significa una muestra de un sujeto que se sospecha que esta afectado por una
enfermedad. Como se usa en la presente descripcion, el término "sujeto" se refiere a cualquier mamifero, incluyendo
tanto seres humanos como otros mamiferos. Preferentemente, los métodos de la presente invencién se aplican a
sujetos humanos.
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En la etapa (a) del método de la invencién, se determina un perfil de expresion de un conjunto predeterminado de los
miARN. La determinacion puede llevarse a cabo por cualquier medio conveniente para determinar acidos nucleicos.
Para perfiles de expresion pueden usarse los métodos de deteccion cualitativos, semicuantitativos y preferentemente
cuantitativos. Una variedad de técnicas se conocen bien por los expertos en la técnica. Particularmente, la
determinacion puede comprender las etapas de hibridacion del acido nucleico y/o de amplificacion del acido nucleico.

La hibridacion de acidos nucleicos puede realizarse, por ejemplo, usando una matriz de biochip de acido nucleico en
fase solida, particularmente una micromatriz, perlas o hibridacién in situ. La tecnologia de la micromatriz de miARN
permite el analisis de una muestra biolégica compleja para todos los miARN expresados. Los nucleétidos con
complementariedad con los miARN correspondientes se manchan o sintetizan sobre portadores recubiertos. Por
ejemplo, los miARN aislados de la muestra de interés pueden marcarse, por ejemplo, marcarse fluorescentemente, de
manera que tras la hibridacién de los miARN con las secuencias complementarias en el portador, la sefial resultante
indica la aparicién de un miARN distinto. Preferentemente, se emplean métodos de micromatrices que no requieren un
marcaje de los miARN antes de la hibridacion (Figura 3-4) y comienzan directamente a partir de la entrada del ARN
total. En una micromatriz de miARN, puede analizarse preferentemente el conjunto predeterminado completo de los
miARN. Ejemplos de ensayos de hibridacion preferidos se muestran en las Figuras 1-4. El disefio de sondas de captura
de miARN ilustrativas para su uso en los ensayos de hibridacion se representa en las Figuras 5y 6.

Ademas, la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real o tiempo real cuantitativo (RT-RCR o gRT-PCR) puede
usarse para detectar también el bajo contenido de los miIARN abandonados. Ademas, los ensayos basados en perlas,
por ejemplo, la plataforma Luminex, son adecuados.

Los métodos alternativos para obtener perfiles de expresion pueden contener también secuenciacion, secuenciacion de
nueva generacion o espectroscopia de masas.

El conjunto predeterminado de miARN en la etapa (a) del método de la invencion depende de la enfermedad a
diagnosticar, a saber, cancer de pulmén. Los inventores descubrieron que biomarcadores individuales de miARN
carecen de precision, especificidad y sensibilidad suficientes, y por lo tanto, se prefiere analizar patrones de expresion
de miARN mas complejos, denominados firmas de miARN. El conjunto predeterminado de los miARN comprende uno o
mas miARN, preferentemente un mayor nimero de los miARN (firmas de miARN), que se regulan diferencialmente en
las muestras de un paciente afectado por cancer de pulmén en comparacién con los controles sanos u otros relevantes.

El perfil de expresidon determinado en la etapa (a) se compara posteriormente con un perfil de expresion de referencia
en la etapa (b). El perfil de expresion de referencia es el perfil de expresion del mismo conjunto de los miARN en una
muestra bioldgica procedente de la misma fuente que la muestra biolégica de un paciente, pero obtenida de un sujeto
sano. Particularmente, tanto el perfil de expresion de referencia como el perfil de expresion de la etapa (a) se
determinan en una muestra de células sanguineas de eritrocitos periféricos, leucocitos y trombocitos. Se entiende que el
perfil de expresion de referencia no se obtiene necesariamente de un Unico sujeto sano sino que puede ser un perfil de
expresion promedio de una pluralidad de sujetos sanos. Se prefiere usar un perfil de expresion de referencia obtenido
de una persona del mismo género, y una edad similar que el paciente. Se entiende, ademas, que el perfil de expresion
de referencia no se determina necesariamente para cada prueba. Pueden usarse también, perfiles de referencia
apropiados almacenados en bases de datos. Estos perfiles de referencias almacenados pueden, por ejemplo, derivarse
de pruebas anteriores. El perfil de expresion de referencia puede ser ademas, una funcion matematica o algoritmo
desarrollado sobre la base de una pluralidad de perfiles de expresion de referencia.

El método de la invencién es adecuado para diagnosticar el cancer de pulmén. El diagnostico puede comprender
determinar el tipo, la tasa y/o la etapa del cancer de pulmon. El curso de la enfermedad y el éxito de la terapia, tal como
la quimioterapia, pueden ser monitoreados. El método puede proporcionar también, un prondstico sobre la tasa de
supervivencia y puede ser capaz de determinar la respuesta del paciente a los farmacos.

Los inventores lograron desarrollar un enfoque generalmente aplicable para llegar a las firmas de miARN que estan
correlacionadas con una enfermedad en particular. El flujo de trabajo general se representa en la Figura 9. Mas
detalladamente, se realizan las siguientes etapas:

1. Se extraen los miARN de una muestra bioldgica de un paciente, preferentemente una muestra de sangre o suero
0 una muestra que comprende eritrocitos, leucocitos o trombocitos, usando estuches / métodos de purificacion
adecuados.

2. Las muestras respectivas se miden usando técnicas experimentales. Estas técnicas incluyen pero no se limitan
a:

Enfoques basados en matriz

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
Ensayos basados en perlas (por ejemplo, Luminex)
Secuenciacion

Secuenciacién de nueva generacion

Espectroscopia de masas
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3. Se aplican métodos matematicos para recopilar la informacion sobre el valor y la redundancia de biomarcadores
individuales. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a:
. enfoques matematicos basicos (por ejemplo, cocientes multiples, relaciones sefial para ruido, correlacion)
. métodos estadisticos como pruebas de hipotesis (por ejemplo, prueba de t, prueba de Wilcoxon-Mann-

Whitney), el area bajo la curva de caracteristicas operacionales del receptor

. enfoques de la teoria de la informacion (por ejemplo, informacion mutua, entropia cruzada)
. Teoria de la probabilidad (por ejemplo, probabilidades conjuntas y condicionales)
. Combinaciones y modificaciones de los ejemplos anteriormente mencionados

4. La informaciéon recogida en 3) se usa para estimar en cada biomarcador el contenido o valor diagnostico. Sin

embargo, generalmente, este valor diagnostico es demasiado pequefio para obtener un diagnostico muy preciso
con tasas de precision, especificidades y sensibilidades mas alla de la barrera del 90%.
Téngase en cuenta que el contenido diagnostico para los miARN puede encontrarseen las figuras adjuntas.
Estas figuras incluyen los miARN con las secuencias, el cociente multiple, la informacién mutua y el valor de
significacion ya procesado mediante una prueba t.

5. Por lo tanto, se aplican el aprendizaje estadistico / aprendizaje de maquina / bioinformatica / enfoques
computacionales para definir los subconjuntos de biomarcadores que se ajustan a la deteccién de enfermedades.
Estas técnicas incluyen pero no se limitan a

. Técnicas de seleccion de subconjuntos de envoltura (por ejemplo, por pasos progresivos, por pasos
regresivos, enfoques combinatorios, enfoques de optimizacion)
. Métodos de seleccion de subconjuntos de filtro (por ejemplo, los métodos mencionados en 3)
. Analisis de Componentes Principales
. Combinaciones y modificaciones de tales métodos (por ejemplo, enfoques hibridos)
6. El contenido de diagnostico de cada conjunto detectado puede estimarse mediante técnicas matematicas y/o
computacionales para definir el contenido de informacién diagnostica de los subconjuntos.
7. Los subconjuntos, detectados en la etapa 5, que pueden encontrarse en el intervalo desde solo un pequefio

numero (al menos dos) hasta todos los biomarcadores medidos, se usan después para realizar un diagnostico.

Con este fin, se aplican el aprendizaje estadistico / aprendizaje de maquina / bioinformatica / enfoques

computacionales que incluyen, pero no se limitan a ningun tipo de analisis supervisado o no supervisado:

. Técnicas de clasificacion (por ejemplo, Bayes ingenuo, Analisis Discriminante Lineal, Redes Neuronales
Analisis Discriminante Quadratico, enfoques basados en arboles, maquinas de soporte vectorial, enfoques
por el vecino mas cercano)

. Técnicas de regresion (por ejemplo, Regresion lineal, Regresion multiple, Regresion logistica, Regresion
probit, Regresion logistica ordinal, Regresiéon Probit-ordinal, Regresion de Poisson, Regresion binomial
negativa, Regresion logistica multinomial, Regresion truncada)

. Técnicas de agrupacion (por ejemplo, agrupacion en k-medias, agrupacion jerarquica, PCA)
Adaptaciones, extensiones y combinaciones de los enfoques anteriormente mencionados

Sorprendentemente, los inventores descubrieronque el enfoque descrito se produce en las firmas de miARN que
proporcionan alta precision, especificidad y sensibilidad diagnostica en la determinacién del cancer de pulmon.

De conformidad con la invencion, la enfermedad a determinar es el cancer de pulmén, por ejemplo, carcinoide de
pulmén, mesotelioma pleural de pulmén o carcinoma de células escamosas de pulmon, en particular carcinoma de
pulmon de células no pequefias.

Los inventores tuvieron éxito en la determinacion de los miARN que se regulan diferencialmente en las muestras de
pacientes con cancer de pulmoén en comparacion con los controles sanos. En las tablas mostradas en las Figuras 10A 'y
10B se proporciona una descripcion general de todos los miARN que se encuentran regulados diferencialmente en las
muestras de sangre de pacientes con cancer de pulmon. En las tablas mostradas en las Figuras 10A 'y 10B, los miARNs
que se encuentran diferencialmente regulados se clasifican en el orden de su informaciéon mutua y en el orden de su
significacion de la prueba t como se describe con detalladamente mas abajo. La informacién mutua (MI) (Shannon,
1984) es una medida adecuada para estimar el contenido de informacion diagnostica general de los biomarcadores
individuales (Keller, Ludwig y otros, 2006).

De conformidad con la invencion, la informacién mutua se considera como la reduccion de la incertidumbre sobre la
clase marcada como "0" para los controles y "1" para las muestras tumorales debido al conocimiento de la expresion del
miARN. Cuanto mayor sea el valor del MI de un miARN, mayor sera el contenido de diagnostico del respectivo miARN.
El calculo del MI de cada miARN se explica en la seccidon experimental mas abajo.

Por ejemplo, el conjunto predeterminado de los miARN representativos de cancer de pulmén comprende al menos 1,
7,10,15,20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 of the miRNAs selected from the group consisting of hsa-miR-126, hsa-miR-423-
5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-
miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-
339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283, hsa-miR-18a*, hsa-miR-26b, hsa-miR-604, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-93*, hsa-
miR-29a, hsa-miR-1248, hsa-miR-210, hsa-miR-19b, hsa-miR-453, hsa-miR-126*, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-624*, hsa-
miR-505%, hsa-miR-425, hsa-miR-339-3p, hsa-miR-668, hsa-miR-363*, hsa-miR-15b*, hsa-miR-29c*, hsa-miR-550*,
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hsa-miR-34c¢-3p, hsa-miR-20a, hsa-miR-374a, hsa-miR-145*, hsa-miR-302b, hsa-miR-106a, hsa-miR-30e, hsa-miR-223,
hsa-miR-1269, hsa-let-7b, hsa-miR-542-3p, hsa-miR-516b*, hsa-miR-451, hsa-miR-519¢c-3p, hsa-miR-1244, hsa-miR-
602, hsa-miR-361-3p, hsa-miR-19a*, hsa-miR-433, hsa-miR-1200, hsa-miR-522, hsa-miR-520f, hsa-miR-519¢c-5p, hsa-
miR-192, hsa-miR-1245, hsa-miR-151-5p, hsa-miR-1288, hsa-miR-503, hsa-miR-563, hsa-miR-663b, hsa-let-7d*, hsa-
miR-199a-5p, hsa-miR-720, hsa-miR-1246, hsa-miR-338-5p, hsa-miR-297, hsa-miR-1261, hsa-miR-922, hsa-miR-185,
hsa-miR-611, hsa-miR-1272, hsa-miR-1299, hsa-miR-335%, hsa-miR-497, hsa-miR-1207-3p, hsa-miR-16, hsa-miR-1,
hsa-miR-1291, hsa-miR-138-2*, hsa-miR-136, hsa-miR-548d-3p, hsa-miR-561, hsa-miR-548h, hsa-miR-331-3p, hsa-
miR-186%, hsa-miR-145, hsa-miR-17, hsa-miR-30b, hsa-let-7f-1*, hsa-miR-1305, hsa-miR-129-5p, hsa-miR-1204, hsa-
miR-106b*, hsa-miR-619, hsa-miR-34a*, hsa-miR-652, hsa-miR-1256, hsa-miR-20b*, hsa-miR-424*, hsa-miR-517a, hsa-
miR-1284, hsa-miR-199b-3p, hsa-miR-599, hsa-miR-411, hsa-miR-23b, hsa-miR-1302, hsa-miR-449a, hsa-miR-548f,
hsa-miR-597, hsa-miR-603, hsa-miR-1247, hsa-miR-1539, hsa-miR-1911, hsa-miR-325, hsa-miR-409-5p, hsa-miR-182,
hsa-miR-658, hsa-miR-215, hsa-miR-147b, hsa-miR-30d, hsa-miR-378*, hsa-miR-221*, hsa-miR-34b, hsa-miR-593*,
hsa-miR-552, hsa-miR-378, hsa-miR-143*, hsa-miR-1266, hsa-miR-554, hsa-miR-631, hsa-miR-609, hsa-miR-30c, hsa-
miR-28-5p, hsa-miR-23a, hsa-miR-645, hsa-miR-647, hsa-miR-302b*, hsa-miR-607, hsa-miR-1289, hsa-miR-1324, hsa-
miR-513a-3p, hsa-miR-939, hsa-miR-29b, hsa-miR-665, hsa-miR-18a, hsa-miR-1224-5p, hsa-miR-10a*, hsa-miR-181a*,
hsa-miR-218-2*, hsa-miR-371-3p, hsa-miR-377, hsa-miR-140-5p, hsa-miR-301a, hsa-miR-1277, hsa-miR-130a*, hsa-
miR-1912, hsa-miR-193b, hsa-miR-214*, hsa-miR-216b, hsa-miR-302f, hsa-miR-522*, hsa-miR-548j, hsa-miR-568, hsa-
miR-648, hsa-miR-662, hsa-miR-222, hsa-miR-1287, hsa-miR-891b, hsa-miR-342-3p, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-623,
hsa-miR-208b, hsa-miR-16-1*, hsa-miR-551b, hsa-miR-146b-3p, hsa-miR-520b, hsa-miR-449b, hsa-miR-520g, hsa-miR-
24-2*, hsa-miR-518f, hsa-miR-649, hsa-miR-32, hsa-miR-151-3p, hsa-miR-454, hsa-miR-101, hsa-miR-19b-1*, hsa-miR-
509-5p, hsa-miR-144, hsa-miR-508-5p, hsa-miR-569, hsa-miR-636, hsa-miR-937, hsa-miR-346, hsa-miR-506, hsa-miR-
379%, hsa-miR-1184, hsa-miR-579, hsa-miR-23b*, hsa-miR-1262, hsa-miR-153, hsa-miR-520e, hsa-miR-632, hsa-miR-
106a*, hsa-miR-31*, hsa-miR-33b*, hsa-miR-654-3p, hsa-miR-99b*, hsa-miR-1278, hsa-miR-135b, hsa-let-7¢c*, hsa-miR-
1468, hsa-miR-374b*, hsa-miR-514, hsa-miR-590-3p, hsa-miR-606, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-488, hsa-miR-128, hsa-
miR-362-5p, hsa-miR-671-5p, hsa-miR-874, hsa-miR-1911*, hsa-miR-1292, hsa-miR-194, hsa-miR-15b, hsa-miR-342-
5p, hsa-miR-125b-2*, hsa-miR-1297, hsa-miR-933, hsa-miR-493*, hsa-miR-105, hsa-miR-141, hsa-miR-181c*, hsa-miR-
193a-3p, hsa-miR-302c, hsa-miR-485-5p, hsa-miR-499-3p, hsa-miR-545, hsa-miR-548b-5p, hsa-miR-549, hsa-miR-576-
5p, hsa-miR-577, hsa-miR-583, hsa-miR-587, hsa-miR-624, hsa-miR-646, hsa-miR-655, hsa-miR-885-5p, hsa-miR-194*,
hsa-miR-299-5p, hsa-miR-337-3p, hsa-miR-493, hsa-miR-497*, hsa-miR-519a, hsa-miR-99a*, hsa-miR-1280, hsa-miR-
523*, hsa-miR-198, hsa-miR-934, hsa-miR-30d*, hsa-miR-452*, hsa-miR-548b-3p, hsa-miR-586, hsa-miR-92b, hsa-miR-
517b, hsa-miR-548a-3p, hsa-miR-875-5p, hsa-miR-431*, hsa-miR-384, hsa-miR-644, hsa-miR-1185, hsa-miR-29b-2*,
hsa-miR-489, hsa-miR-566, hsa-miR-1538, hsa-miR-28-3p, hsa-let-7f-2*, hsa-miR-1322, hsa-miR-1827, hsa-miR-192*,
hsa-miR-302¢e, hsa-miR-411*, hsa-miR-424, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-629*, hsa-miR-491-3p, hsa-miR-519b-3p, hsa-
miR-1197, hsa-miR-127-5p, hsa-miR-1286, hsa-miR-132*, hsa-miR-33b, hsa-miR-553, hsa-miR-620, hsa-miR-708, hsa-
miR-892b, hsa-miR-520h, hsa-miR-500%, hsa-miR-551b*, hsa-miR-186, hsa-miR-558, hsa-miR-26a, hsa-miR-1263, hsa-
miR-211, hsa-miR-1304, hsa-miR-220b, hsa-miR-891a, hsa-miR-1253, hsa-miR-1205, hsa-miR-137, hsa-miR-154*, hsa-
miR-555, hsa-miR-887, hsa-miR-363, hsa-miR-1537, hsa-miR-219-1-3p, hsa-miR-220a, hsa-miR-222*, hsa-miR-323-3p,
hsa-miR-376b, hsa-miR-490-5p, hsa-miR-523, hsa-miR-302a*, hsa-miR-27b*, hsa-miR-591, hsa-miR-888, hsa-miR-
376a*, hsa-miR-618, hsa-miR-1182, hsa-miR-532-3p, hsa-miR-181 b, hsa-miR-521, hsa-miR-545*, hsa-miR-9*, hsa-
miR-920, hsa-miR-571, hsa-miR-635, hsa-miR-200b, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-876-3p, hsa-miR-373*, hsa-miR-146a*,
hsa-miR-122*, hsa-miR-450b-3p, hsa-miR-24, hsa-miR-484, hsa-miR-103-as, hsa-miR-380, hsa-miR-513a-5p, hsa-miR-
509-3-5p, hsa-miR-873, hsa-miR-556-5p, hsa-miR-369-5p, hsa-miR-653, hsa-miR-767-3p, hsa-miR-516a-3p, hsa-miR-
520c-3p, hsa-miR-708*, hsa-miR-924, hsa-miR-520d-5p, hsa-miR-512-5p, hsa-miR-374a*, hsa-miR-921, hsa-miR-1206,
hsa-miR-1259, hsa-miR-525-5p, hsa-miR-200a*, hsa-miR-1293, hsa-miR-372, hsa-miR-548a-5p, hsa-miR-548k, hsa-
miR-1300, hsa-miR-1264, hsa-miR-551a, hsa-miR-196b, hsa-miR-32*, hsa-miR-33a, hsa-miR-548d-5p, hsa-miR-616,
hsa-miR-876-5p, hsa-miR-508-3p, hsa-miR-26a-2*, hsa-miR-187, hsa-miR-199a-3p, hsa-miR-96*, hsa-miR-18b, hsa-
miR-432*, hsa-miR-509-3p, hsa-miR-1183, hsa-miR-626, hsa-miR-513b, hsa-miR-617, hsa-miR-9, hsa-miR-519e, hsa-
miR-204, hsa-miR-29c, hsa-miR-1268, hsa-miR-122, hsa-miR-7-2*, hsa-miR-15a*, hsa-miR-181d, hsa-miR-219-5p, hsa-
miR-302d, hsa-miR-34a, hsa-miR-410, hsa-miR-33a*, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-379, hsa-miR-498, hsa-miR-518d-5p,
hsa-miR-556-3p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-31, hsa-miR-100, hsa-miR-296-3p, hsa-miR-615-5p, hsa-miR-21*, hsa-miR-
657, hsa-miR-651, hsa-miR-765, hsa-miR-548m, hsa-miR-219-2-3p, hsa-miR-501-3p, hsa-miR-302a, hsa-miR-202*,
hsa-miR-206, hsa-miR-520d-3p, hsa-miR-548i, hsa-miR-511, hsa-miR-30a, hsa-miR-1224-3p, hsa-miR-525-3p, hsa-
miR-1225-5p, hsa-miR-223*, hsa-miR-615-3p, hsa-miR-570, hsa-miR-320a, hsa-miR-770-5p, hsa-miR-582-5p, hsa-miR-
590-5p, hsa-miR-659, hsa-miR-1251, hsa-miR-664, hsa-miR-488*, hsa-miR-548g, hsa-miR-802, hsa-miR-542-5p, hsa-
miR-190, hsa-miR-218-1*, hsa-miR-367*, hsa-miR-450a, hsa-miR-367, hsa-miR-124, hsa-miR-767-5p, hsa-miR-200c,
hsa-miR-572, hsa-miR-526a, hsa-miR-936, hsa-miR-548n, hsa-miR-21, hsa-miR-182*, hsa-miR-34c-5p, hsa-miR-429,
hsa-miR-628-5p, hsa-miR-29a*, hsa-miR-370, hsa-let-7a*, hsa-miR-101*, hsa-miR-559, hsa-miR-217, hsa-miR-519b-5p,
hsa-miR-30e*, hsa-miR-147, hsa-miR-487b, hsa-miR-888*, hsa-miR-205, hsa-miR-1257, hsa-miR-7, hsa-miR-296-5p,
hsa-miR-1255a, hsa-miR-380*, hsa-miR-1275, hsa-miR-330-5p, hsa-miR-1243, hsa-miR-136*, hsa-miR-141*, hsa-miR-
517c, hsa-miR-621, hsa-miR-1915*, hsa-miR-541, hsa-miR-543, hsa-miR-942, hsa-miR-26a-1*, hsa-miR-567, hsa-miR-
184, hsa-miR-376a, hsa-miR-124*, hsa-miR-1254, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-580, hsa-let-7b*, hsa-miR-539, hsa-miR-
520a-3p, hsa-miR-585, hsa-miR-675b, hsa-miR-943, hsa-miR-573, hsa-miR-93, hsa-miR-27a*, hsa-miR-613, hsa-miR-
220c, hsa-miR-524-3p, hsa-miR-500, hsa-miR-1201, hsa-miR-20a*, hsa-miR-1914*, hsa-miR-425*, hsa-miR-515-3p,
hsa-miR-377*, hsa-miR-504, hsa-miR-548c-3p, hsa-miR-1276, hsa-miR-138, hsa-miR-431, hsa-miR-494, hsa-miR-448,
hsa-miR-633, hsa-miR-487a, hsa-miR-149, hsa-miR-300, hsa-miR-1826, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-
148a, hsa-miR-1294, hsa-miR-548l, hsa-miR-142-5p, hsa-miR-889, hsa-miR-365, hsa-miR-99b, hsa-miR-200b*, hsa-
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miR-200a, hsa-miR-518e, hsa-miR-612, hsa-miR-183*, hsa-miR-148b, hsa-miR-103, hsa-miR-5480, hsa-miR-1203, hsa-
miR-135a*, hsa-miR-383, hsa-miR-1913, hsa-miR-373, hsa-miR-371-5p, hsa-miR-298, hsa-miR-758, hsa-miR-412, hsa-
miR-518c, hsa-miR-589*, hsa-miR-643, hsa-miR-592, hsa-miR-892a, hsa-miR-944, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-581, hsa-
miR-625%, hsa-miR-1260, hsa-miR-1281, hsa-miR-337-5p, hsa-miR-133b, hsa-miR-92a-2*, hsa-miR-100*, hsa-miR-589,
hsa-miR-218, hsa-miR-224, hsa-miR-16-2*, hsa-miR-301b, hsa-miR-190b, hsa-miR-375, hsa-miR-548p, hsa-miR-185*,
hsa-miR-519d, hsa-miR-605, hsa-miR-877, hsa-miR-125a-3p, hsa-miR-744*, hsa-miR-520c-5p, hsa-miR-148a*, hsa-
miR-212, hsa-miR-505, hsa-miR-496, hsa-miR-1323, hsa-miR-548e, hsa-miR-628-3p, hsa-miR-1914, hsa-miR-584, hsa-
miR-135b*, hsa-miR-1295, hsa-miR-95, hsa-miR-133a, hsa-miR-485-3p, hsa-miR-541*, hsa-miR-374b, hsa-miR-329,
hsa-miR-483-5p, hsa-miR-885-3p, hsa-let-7i*, hsa-miR-935, hsa-miR-130b, hsa-miR-1274a, hsa-miR-1226, hsa-miR-
518e*, hsa-miR-1225-3p, hsa-miR-923, hsa-miR-196a*, hsa-miR-1270, hsa-miR-1271, hsa-miR-610, hsa-miR-574-3p,
hsa-miR-1282, hsa-miR-10b*, hsa-miR-216a, hsa-miR-144*, hsa-miR-23a*, hsa-miR-499-5p, hsa-miR-183, hsa-miR-
490-3p, hsa-miR-330-3p, hsa-let-7g*, hsa-miR-483-3p, hsa-miR-214, hsa-miR-34b*, hsa-miR-302d*, hsa-miR-382, hsa-
miR-454*, hsa-miR-1202, hsa-miR-202, hsa-miR-544, hsa-miR-593, hsa-miR-760, hsa-miR-940, hsa-let-7e*, hsa-miR-
1237, hsa-miR-18b*, hsa-miR-630, hsa-miR-519¢e*, hsa-miR-452, hsa-miR-26b*, hsa-miR-516b, hsa-miR-299-3p, hsa-
miR-381, hsa-miR-340, hsa-miR-132, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-125b-1*, hsa-miR-30c-2*, hsa-miR-627, hsa-miR-1908,
hsa-miR-1267, hsa-miR-507, hsa-miR-188-5p, hsa-miR-486-3p, hsa-miR-596, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-671-3p, hsa-
miR-24-1*, hsa-miR-19b-2*, hsa-miR-1308, hsa-miR-208a, hsa-miR-135a, hsa-miR-331-5p, hsa-miR-181c, hsa-miR-
640, hsa-miR-1909, hsa-miR-629, hsa-miR-10a, hsa-miR-491-5p, hsa-miR-492, hsa-miR-516a-5p, hsa-miR-510, hsa-
miR-1915, hsa-miR-518c*, hsa-miR-1273, hsa-miR-25*, hsa-miR-744, hsa-miR-550, hsa-miR-890, hsa-miR-1303, hsa-
miR-650, hsa-miR-1227, hsa-miR-595, hsa-miR-1255b, hsa-miR-1252, hsa-miR-455-3p, hsa-miR-345, hsa-miR-96, hsa-
miR-1321, hsa-miR-513c, hsa-miR-548c-5p, hsa-miR-663, hsa-miR-320c, hsa-miR-320b, hsa-miR-654-5p, hsa-miR-326,
hsa-miR-1825, hsa-miR-328, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-886-3p, hsa-miR-1909*%, hsa-miR-1469, hsa-miR-338-3p, hsa-
miR-886-5p, hsa-miR-601, hsa-miR-1298, hsa-miR-1910, hsa-miR-1226*, hsa-miR-421, hsa-miR-1471, hsa-miR-150*,
hsa-miR-1229, hsa-miR-17*, hsa-miR-320d, hsa-miR-10b, hsa-miR-766, hsa-miR-600, hsa-miR-641, hsa-miR-340*, hsa-
miR-616*, hsa-miR-520a-5p, hsa-miR-1179, hsa-miR-1178, hsa-miR-30b*, hsa-miR-155*, hsa-miR-138-1*, hsa-miR-
501-5p, hsa-miR-191, hsa-miR-107, hsa-miR-639, hsa-miR-518d-3p, hsa-miR-106b, hsa-miR-129-3p, hsa-miR-1306,
hsa-miR-187*, hsa-miR-125b, hsa-miR-642, hsa-miR-30a*, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-1307, hsa-miR-769-3p, hsa-miR-
532-5p, hsa-miR-7-1*, hsa-miR-196a, hsa-miR-1296, hsa-miR-191*, hsa-miR-221, hsa-miR-92a-1*, hsa-miR-1285, hsa-
miR-518f*, hsa-miR-1233, hsa-miR-1290, hsa-miR-598, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-614, hsa-miR-578, hsa-miR-1301,
hsa-miR-515-5p, hsa-miR-564, hsa-miR-634, hsa-miR-518b, hsa-miR-941, hsa-miR-376c¢, hsa-miR-195*, hsa-miR-518a-
5p, hsa-miR-557, hsa-miR-1228*, hsa-miR-22*, hsa-miR-1234, hsa-miR-149*, hsa-miR-30c-1*, hsa-miR-200c*, hsa-miR-
1181, hsa-miR-323-5p, hsa-miR-1231, hsa-miR-203, hsa-miR-302c*, hsa-miR-99a, hsa-miR-146a, hsa-miR-656, hsa-
miR-526b*, hsa-miR-148b*, hsa-miR-181a, hsa-miR-622, hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-152, hsa-miR-197, hsa-miR-27b,
hsa-miR-1236, hsa-miR-495, hsa-miR-143, hsa-miR-362-3p, hsa-miR-675, hsa-miR-1274b, hsa-miR-139-3p, hsa-miR-
130b*, hsa-miR-1228, hsa-miR-1180, hsa-miR-575, hsa-miR-134, hsa-miR-875-3p, hsa-miR-92b*, hsa-miR-660, hsa-
miR-526b, hsa-miR-422a, hsa-miR-1250, hsa-miR-938, hsa-miR-608, hsa-miR-1279, hsa-miR-1249, hsa-miR-661, hsa-
miR-1208, hsa-miR-130a, hsa-miR-450b-5p, hsa-miR-432, hsa-miR-409-3p, hsa-miR-527, hsa-miR-877*, hsa-miR-1238,
hsa-miR-517*, hsa-miR-193b*, hsa-miR-524-5p, hsa-miR-1258, hsa-miR-154, hsa-miR-637, hsa-miR-588, hsa-miR-155,
hsa-miR-664*, hsa-miR-1470, hsa-miR-105*, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-129*, hsa-miR-625, hsa-miR-519a*, hsa-miR-
181a-2*, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-27a, hsa-miR-518a-3p, hsa-miR-1265, hsa-miR-92a, hsa-miR-29b-1*, hsa-miR-
150, hsa-miR-335, hsa-miR-638.

Los miARN que proporcionan la informacién mutua mas alta en las muestras de pacientes con cancer de pulmén en
comparacion con los controles sanos son hsa-miR-361-5p, hsa-miR-23b, hsa-miR-126, hsa-miR-527, hsa-miR-29a, hsa-
let-7i, hsa-miR-19a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-185*, hsa-miR-23a, hsa-miR-1914*, hsa-miR-29c, hsa-miR-505*, hsa-let-
7d, hsa-miR-378, hsa-miR-29b, hsa-miR-604, hsa-miR-29b, hsa-let-7b, hsa-miR-299-3p, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-
18a*, hsa-miR-1909, hsa-let-7c, hsa-miR-15a, hsa-miR-425, hsa-miR-93*, hsa-miR-665, hsa-miR-30e, hsa-miR-339-3p,
hsa-miR-1307, hsa-miR-625*, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-130b, hsa-miR-17*, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p (grupo
(a)).

Ademas, los perfiles de miARN medidos de las Figuras 10A y 10B se clasificaron de conformidad con su importancia en
las pruebas t como se describe con mas detalle en la seccion experimental. Los miARN que se desempefian mejor de
conformidad con los resultados de la prueba t son hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22,
hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195,
hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-
1283, hsa-miR-18a*, hsa-miR-26b, hsa-miR-604, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-93* (grupo (b)). Una comparacion de un
subconjunto de 15 de los miARN se describe en la Figura 12.

Los miARN dados anteriormente que se agruparon en orden de su rendimiento en las pruebas t o en el orden de sus
valores de MI que proporcionan la potencia diagnostica mas alta. Asi, preferentemente el conjunto predeterminado de
los miARN para el diagnostico de cancer de pulmén comprende uno o mas acidos nucleicos seleccionados entre los
grupos (a) y (b) anteriores de los miARN. El conjunto predeterminado de los miARN debe comprender preferentemente
al menos 7, preferentemente al menos 10, 15, 20 o 24 de los acidos nucleicos indicados. Con preferencia superlativa,
todos los miARN indicados anteriormente se incluyen en el conjunto predeterminado de los miARN. Se prefiere
particularmente incluir los 24, 20, 15, 10 o al menos 7 de los primeros miARN citados en el orden de su rendimiento en
las pruebas t o de sus valores MI. Una comparacion de los resultados obtenidos al determinar 4, 8, 10, 16, 20, 24, 28 o
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40 de los miARN proporcionados en la Figura 13A-G muestra que la precision del diagnostico se mejora, y se miden los
miARN.

En una modalidad particularmente preferida del método de la invencién, el conjunto predeterminado de los miARN
incluye los miARN hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-
miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7¢c, hsa-let-7f,
hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283, hsa-miR-18a* y hsa-miR-26b.

En otra modalidad particularmente preferida del método de la invencién, los miARN se seleccionan de los miARN
mostrados en la Figura 11A. El conjunto predeterminado de los miARN debe comprender preferentemente al menos 7,
preferentemente al menos 10, 15, 20 o 24 de los acidos nucleicos indicados. Se prefiere particularmente incluir 24, 20,
15, 10 o al menos 7 de los miARN citados primero de acuerdo con su orden en la tabla de la Figura 11A.

En otra modalidad, el conjunto predeterminado de los miARN para el diagnostico de cancer de pulmén comprende al
menos una firma preferida L1-251 como se muestra en la Figura 11B. Debe observarse que los conjuntos de
diagnostico preferidos pueden comprender también uno o mas miARN de los miARN descritos en la Figura 11B y
cualquier combinacion de los miARN junto con uno o mas de los miARN mas relevantes desde el punto de vista
diagnostico de las Figuras 10A, 10B o 11A. Los conjuntos predeterminados preferidos de moléculas de miARN basadas
en la Figura 11B comprenden al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 de los miARN y hasta 10, 15, 0 20 o mas de los miARN.

Para el diagnostico de diferentes tipos de enfermedades, como para un tipo diferente de cancer, se debe determinar un
conjunto predeterminado diferente de los miARN. Las firmas de miARN relevantes pueden obtenersede conformidad
con el flujo de trabajo representado en la Figura 9 y como se expuso anteriormente.

Otra modalidad de la presente invencion es el uso de un estuche para diagnosticar cancer de pulmodn, el estuche que

comprende

(a) medios para determinar un perfil de expresion de un conjunto predeterminado de los miARN en una muestra
biolégica de un paciente, y

(b) perfil de expresion de referencia de dicho conjunto predeterminado de los miARN en una muestra biolégica de un
sujeto sano,

en donde la muestra biolégica es una muestra de células sanguineas de eritrocitos periféricos, leucocitos y trombocitos.

Preferentemente, se proporcionan uno o mas perfiles de expresion de referencia que muestran el perfil de expresion del
mismo conjunto de los miARN en el mismo tipo de muestra bioldgica obtenida de uno o mas sujetos sanos. Una
comparacion con dicho perfil o perfiles de expresion de referencia permite el diagnostico de la enfermedad.

El estuche es preferentemente un estuche de prueba para detectar un conjunto predeterminado de miARN en la
muestra mediante hibridacion del acido nucleico y opcionalmente la amplificacion tal como PCR o RT-PCR. El estuche
comprende preferentemente, sondas y/o iniciadores para detectar un conjunto predeterminado de los miARN. Ademas,
el estuche puede comprender enzimas y reactivos que incluyen reactivos para la sintesis de ADNc a partir de miARN
antes de la PCR en tiempo real.

Un estuche para diagnosticar cancer de pulmén comprende preferentemente, medios para determinar el perfil de
expresion de uno o mas miARN seleccionados del grupo (a) que consiste en hsa-miR-361-5p, hsa-miR-23b, hsa-miR-
126, hsa-miR-527, hsa-miR-29a, hsa-let-7i, hsa-miR-19a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-185*, hsa-miR-23a, hsa-miR-1914*,
hsa-miR-29c, hsa-miR-505*, hsa-let-7d, hsa-miR-378, hsa-miR-29b, hsa-miR-604, hsa-miR-29b, hsa-let-7b, hsa-miR-
299-3p, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-18a*, hsa-miR-1909, hsa-let-7c, hsa-miR-15a, hsa-miR-425, hsa-miR-93*, hsa-miR-
665, hsa-miR-30e, hsa-miR-339-3p, hsa-miR-1307, hsa-miR-625*, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-130b, hsa-miR-17*, hsa-
miR-574-5p y hsa-miR-324-3p.

De conformidad con otra modalidad de la invencién, el estuche para diagnosticar el cancer de pulmén comprende
preferentemente medios para determinar el perfil de expresion de uno o mas miARN seleccionados del grupo (b) que
consiste en hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a,
hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a,
hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283, hsa-miR-18a*, hsa-miR-26b, hsa-miR-
604, hsa-miR-423-3p y hsa-miR-93*.

En una modalidad preferida, el estuche comprende medios para determinar al menos 7, preferentemente al menos 10,
15, 20 0 24 de los grupos indicados de los miARN. Se prefiere particularmente incluir medios para determinar los 24, 20,
15, 10 o al menos 7 de los primeros miARN citados en el orden de sus valores Ml o su rendimiento en las pruebas t
como se muestra en las tablas en las Figuras 10 y 11. Con preferencia superlativa, se incluyen en el estuche para el
diagnostico de cancer de pulmon, los medios para determinar todos los miARN indicados anteriormente. El estuche es
particularmente adecuado para diagnosticar el cancer de pulmoén en una muestra de sangre, plasma y/o suero o en una
muestra que comprende eritrocitos periféricos, leucocitos y/o trombocitos. De conformidad con la presente invencion, el
estuche se utiliza para diagnosticar el cancer de pulmdn en una muestra de células sanguineas de eritrocitos periféricos,
leucocitos y trombocitos.
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En una modalidad particularmente preferida, el estuche comprende medios para determinar los miARN hsa-miR-126,
hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-
324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-
3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283, hsa-miR-18a* y hsa-miR-26b.

Los medios para determinar un conjunto predeterminado de los miARN pueden comprender, por ejemplo, una
micromatriz que comprende sondas oligonucleotidicas especificas de miARN. En una modalidad preferida, la
micromatriz comprende las sondas oligonucleotidicas especificas del miARN para uno o mas miARN seleccionados del
grupo que consiste en (a) hsa-miR-361-5p, hsa-miR-23b, hsa-miR-126, hsa-miR-527, hsa-miR-29a, hsa-let-7i, hsa-miR-
19a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-185*, hsa-miR-23a, hsa-miR-1914*, hsa-miR-29¢, hsa-miR-505*, hsa-let-7d, hsa-miR-378,
hsa-miR-29b, hsa-miR-604, hsa-miR-29b, hsa-let-7b, hsa-miR-299-3p, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-18a*, hsa-miR-1909,
hsa-let-7c, hsa-miR-15a, hsa-miR-425, hsa-miR-93*, hsa-miR-665, hsa-miR-30e, hsa-miR-339-3p, hsa-miR-1307, hsa-
miR-625%, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-130b, hsa-miR-17*, hsa-miR-574-5p and hsa-miR-324-3p or (b) hsa-miR-126,
hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-
324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-
3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283, hsa-miR-18a’, hsa-miR-26b, hsa-miR-604, hsa-miR-423-3p y hsa-
miR-93". En una modalidad preferida, la micromatriz comprende sondas oligonucleotidicas para determinar al menos 7,
preferentemente al menos 10, 15, 20 o 24 de los grupos indicados (a) y (b) de los miARN. Se prefiere particularmente
incluir sondas oligonucleotidicas para determinar los 24, 20, 15, 10 o al menos 7 de los primeros miARN citados en el
orden de sus valores MI o su rendimiento en las pruebas t como se muestra en las tablas en las Figuras 10 y 11. Con
preferencia superlativa, las sondas de oligoelementos para determinar todos los miARN indicados anteriormente de los
grupos (a) o (b) se incluyen en la micromatriz para diagnosticar cancer de pulmén.

En una modalidad particularmente preferida, la micromatriz comprende sondas de oligonucleétidos para determinar los
miARN hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a, hsa-
miR-574-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a, hsa-
let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283, hsa-miR-18a" y hsa-miR-26b.

La micromatriz puede comprender sondas oligonucleotidicas obtenidas a partir de las secuencias de miARN conocidas
o previstas. La matriz puede contener diferentes sondas de oligoelementos para cada miARN, por ejemplo una que
contiene la secuencia madura activa y otra que es especifica para el precursor del miARN. La matriz puede contener
también controles tales como una o mas secuencias que difieren de los ortolégos humanos en solo unas pocas bases,
las cuales pueden servir como controles para la hibridacion en condiciones de rigurosidad. Es posible incluir ademas,
los miARN virales o miARN potenciales como se predijo a partir de las herramientas bioinformaticas. Ademas, es
posible incluir controles apropiados para la hibridacién no especifica en la micromatriz.

La invencion se refiere también al uso de un conjunto de oligoelementos o polinucleétidos para diagnosticar el cancer de
pulmon, en donde el conjunto de oligoelementos o polinucleétidos comprende las secuencias de un conjunto de los
miARN como se definen en la presente descripcién y/o sus complementos. Preferentemente, se usan al menos 5, con
mayor preferencia al menos 7, 10, 15, 20, de los miARN indicados en la presente descripcion, y/o el complemento de
tales secuencias. Particularmente, se prefiere incluir oligoelementos o polinucleétidos para la deteccion de los miARN
mas significativos, que se representan por su orden en la tabla descrita en las Figuras 10A, 10B o 11A. En una
modalidad adicional, el conjunto incluye oligoelementos o polinucledtidos para detectar los conjuntos de miARN basados
en la Figura 11B como se describio anteriormente. Los oligoelementos o polinucleétidos tienen preferentemente una
longitud de 10, 15 o0 20 y hasta 30, 40, 50, 100 o mas nucleoétidos. El término "oligoelementos o polinucleétidos” incluye
moléculas monocatenarias o bicatenarias, moléculas de ARN, moléculas de ADN o analogos de acidos nucleicos tales
como PNA o LNA.

La invencion se ilustrara en la presente por las siguientes figuras y ejemplos experimentales no limitantes.
Figuras

Figura 1:

Esquema de un ensayo de hibridaciéon de miARN para su uso en la invencion.

- sondas de captura de miARN consisten en 1 extension de la secuencia de la sonda del miARN que se une al
soporte a través del extremo 3' o alternativamente, mediante el extremo 5' (no descrito en la presente)

- las extensiones de la secuencia de la sonda del miARN son complementarias a las secuencias objetivo del
miARN

- cada sonda de captura del miARN puede unirse a 1 secuencia objetivo del miARN

- las secuencias objetivo del miARN se marcan antes de la hibridacién (por ejemplo, mediante marcaje con biotina)

Figura 2:

Esquema de un ensayo de hibridacion en tandem del miARN para su uso en la invencion

- las sondas de captura del miARN consisten en 2 extensiones de la secuencia de la sonda del miARN basadas en
ADN que se unen entre si mediante un elemento espaciador
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- las extensiones de la secuencia de la sonda del miARN son complementarias a las secuencias objetivo del
miARN

- cada sonda de captura del miARN puede unir a 2 secuencias objetivo del miARN

- la secuencia espaciadora consiste en 0 - 8 nucleétidos

- las secuencias objetivo del miARN se marcan antes de la hibridacién (por ejemplo, mediante marcaje con biotina)

Figura 3:

Ensayo RAKE del miARN para su uso en la invencion (PT Nelson y otros, Nature Methods, 2004, 1(2), 1)

- las sondas de captura del miARN consisten en una extension de la secuencia de la sonda del miARN (verde) y
un elemento de elongacion (naranja)

- las sondas se orientaron 5 '— 3', presentando un terminal libre 3'-OH

- la extension de la secuencia de la sonda del miARN (verde) es complementario a las secuencias objetivo del
miARN (verde oscuro)

- las secuencias de elongacioén (naranja) se pueden elegir libremente y esta tipicamente entre 1-12 nucleétidos de
longitud, preferentemente una secuencia homomeérica

- cada sonda de captura del miARN puede unirse a 1 secuencia objetivo del miARN

- las secuencias objetivo de miARN no se marcan antes de la hibridacion

- El marcaje se produce después de la hibridacion durante la elongacion mediante la reacciéon de extension de la
polimerasa

- El biochip no es reutilizable debido al tratamiento con la exonucleasa

Figura 4:

- Ensayo MPEA de miARN para su uso en la invencion(Vorwerk S. y otros, Microfluidic-based enzymatic on-chip
labeling of miARNSs, N. Biotechnol. 2008; 25(2-3):142-9. Epub 20 de agosto de 2008)

- las sondas de captura del miARN consisten en una extension de la secuencia de la sonda del miARN (verde) y
un elemento de elongacion (naranja)

- las sondas se orientan 3'— 5', presentando un terminal libre 5'-OH, la extensién de la secuencia de la sonda del
miARN (verde) se complementa con las secuencias objetivo del miARN (verde oscuro)

- las secuencias de elongacioén (naranja) se pueden elegir libremente y esta tipicamente entre 1-12 nucleétidos de
longitud, preferentemente una secuencia homomeérica

- cada sonda de captura del miARN puede unirse a 1 secuencia objetivo del miARN

- las secuencias objetivo de miARN no se marcan antes de la hibridacion

- El marcaje se produce después de la hibridacion durante la elongacion mediante la reacciéon de extension de la
polimerasa

- El biochip es reutilizable después de la eliminacion del objetivo / objetivo elongado

Figura 5:

Disefio de la sonda de captura del miARN

Se describe el disefio de una sonda de captura para el miARN ilustrativo del miARN maduro humano let-7a para su uso
en los diversos tipos de ensayos de hibridacion mostrados en las Figuras1-4. SP = elemento separador; EL = elemento
de elongacion

Figura 6:

Elemento espaciador.

Las sondas de captura para su uso en, por ejemplo, un ensayo de hibridacién en tdndem como se muestra en la Figura
2 puede comprender un elemento separador SP. El elemento espaciador representa una secuencia de nucleétidos con
n = 0-12 nucledtidos elegidos sobre la base de demostrar una baja complementariedad con las secuencias objetivo
potenciales, sin resultar por lo tanto, en un grado bajo de hibridacién cruzada con la mezcla objetivo. Preferentemente, n
= 0, es decir, no hay separador entre las 2 extensiones de secuencia de la sonda del miARN.

Figura 7:

Elemento de elongacion

Una sonda de captura, por ejemplo, para su uso en un ensayo RAKE o MPEA como se muestra en las Figuras 3y 4
puede incluir un elemento de elongacion. El elemento de elongacion comprende una secuencia de nucleétidos con N=
0-30 nucledtidos elegida sobre la base de demostrar una baja complementariedad con las secuencias objetivo
potenciales, sin resultar por lo tanto, en un grado bajo de hibridaciéon cruzada con la mezcla objetivo. Se prefiere una
extension de la secuencia homomeérica -Ny- con n = 1-30, N=A 0 C, o T, o G. Especialmente preferida es una extension
de la secuencia homomérica -Nn-conn=1-12, N=AoC,oT, oG.

Figura 8:
Coeficiente de correlacion de Pearson en dependencia del nimero de nucledtidos elongados con sondas de captura en
un ensayo de MPEA.

Figura 9:
Diagrama que describe el enfoque general para determinar las firmas de miARN para su uso como biomarcadores en el
diagnostico de la enfermedad.
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Figura 10A:
Descripcion general de todos los miARN que se encuentran regulados diferencialmente en muestras de sangre de
pacientes con cancer de pulmon, agrupadas de conformidad con su informaciéon mutua (Ml).

Figura 10B:
Descripcion general de todos los miARN que se encuentran regulados diferencialmente en las muestras de sangre de
pacientes con cancer de pulmon, agrupadas de conformidad con sus resultados en las pruebas t.

Figura 11A:
Descripcion general de los miARN preferidos que se encuentran significativamente (p <0,1) regulados diferencialmente
en muestras de sangre de pacientes con cancer de pulmon.

Figura 11 B:
Descripcion general de las firmas preferidas de los miARN para el diagnostico de cancer de pulmén.

Figura 12:

Expresion de algunos miARN relevantes. El grafico de barras muestra para 15 miARN desregulados el valor medio de
las muestras de cancer y las muestras normales. Aqui, las barras azules corresponden a las muestras de cancer
mientras que las barras rojas a los controles.

Figura 13:

Diagramas de barras que muestran una clasificacion de la precision, especificidad y sensibilidad del diagnostico de
cancer de pulmoén basado en las muestras de sangre usando diferentes tamafos de subconjuntos de los miARN. Las
barras azules representan la precision, especificidad y sensibilidad del diagnostico usando los biomarcadores indicados
y las barras rojas representan los resultados de los mismos experimentos de clasificaciones aleatorias. El valor
relevante es la mediana de la poblacion (lineas horizontales negras dentro de las barras).

Figura 13A: 4 biomarcadores:
hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i y hsa-let-7d;

Figura 13B: 8 biomarcadores:
hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i; hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, y hsa-
miR-193a;

Figura 13C: 10 biomarcadores:

hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i; hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-
19a, hsa-miR-574-5p, y hsa-miR-324-3p;

Figura 13D: 16 biomarcadores:
hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i; hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-
19a; hsa-miR-574-5p; hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c,
y has-let-7f;

Figura 13E: 20 biomarcadores:
hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i; hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-
19a; hsa-miR-574-5p; hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c,
hsa-let-7f; hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p y hsa-miR-339-5p;

Figura 13F: 28 biomarcadores:
hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i; hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-
19a; hsa-miR-574-5p; hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c,
hsa-let-7f; hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283,
hsa-miR-18a*, hsa-miR-26b, hsa-miR-604, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-93*, y hsa-miR-293;

Figura 13G: 40 biomarcadores:
hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i; hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-
19a; hsa-miR-574-5p; hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c,
hsa-let-7f; hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283,
hsa-miR-18a*, hsa-miR-26b, hsa-miR-604, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-93*, hsa-miR-29a, hsa-miR-
1248, hsa-miR-210, hsa-miR-19b, hsa-miR-453, hsa-miR-126*, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-624*, hsa-
miR-505%, hsa-miR-425, hsa-miR-339-3p, hsa-miR-668, y hsa-miR-363*.

Figura 14:
Clasificacion de las muestras de cancer contra los controles para dos miARN individuales (miR-126 y miR-196). Las
barras azules corresponden a las muestras de cancer, mientras que las barras rojas corresponden a los controles.
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Figura 15:
Diagrama de dispersion de los cocientes multiplos de rt-gPCR (eje x) y experimentos de micromatriz (eje y).

Figura 16:

La informacion mutua de todos los miARN que tienen mayor contenido de informacién que la mejor prueba de
permutacion (linea roja superior). La linea roja media indica el cuantil 95% de las 1000 pruebas de permutacion y la
linea roja inferior la media de los experimentos de permutacion, correspondiente al MI de fondo.

Figura 17:

Graficos de caja de clasificacion de precision, especificidad y sensibilidad del conjunto de los 24 mejores miARN
(obtenidos con la maquina de vector soporte de funciéon de base radial). Estos miARN permiten la discriminacion entre
las células sanguineas de los pacientes con cancer de pulmén y las células sanguineas de los controles con una
precision del 95,4% [94,9%-95,9%], una especificidad de 98,1% [97,3%-98,8%)] y una sensibilidad del 92,5% [91,8%-
92,5%]. Las pruebas de permutacién mostraron una disminucion significativa de la precision, especificidad y sensibilidad
con 94,2% [47,2%-51,3%], 56,9% [54,5%-59,3%)] y 40,6% [37,9%-43,4%], respectivamente, proporcionando evidencias
de que los resultados obtenidos no se deben a un sobreajuste del modelo estadistico en las huellas de miARN.

Ejemplo 1

Cancer de pulmon

1. Materiales y Métodos

1.1 Ejemplos

Se obtuvieron muestras de sangre con el consentimiento informado de los pacientes. Las muestras de pacientes
provienen de 17 pacientes con carcinoma de pulmoén de células no pequefias y controles normales. Se obtuvieron
muestras normales de 19 voluntarios diferentes. En la Tabla 1 se presenta informaciéon mas detallada de los pacientes y
los controles.

Tabla 1: Informacién detallada sobre los pacientes con cancer de pulmon y sujetos de control sanos

donantes de sangre varén hembra

pacientes con cancer de pulmén

ndmero 9 8
edad promedio 67.4 60.6
cancer de pulmon de células escamosas 3 4
adenocarcinoma 6 1
carcinoma adenoescamoso 0 1
carcinoma broncoalveolar 0 1
carcinoides tipico 0 1
sujetos sanos

ndmero 7 12
edad promedio 43.3 36.7
donantes de sangre varén hembra
pacientes con cancer de pulmén

ndmero 9 8
edad promedio 67.4 60.6
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cancer de pulmon de células escamosas 3 4
adenocarcinoma 6 1
carcinoma adenoescamoso 0 1
carcinoma broncoalveolar 0 1
carcinoides tipico 0 1
sujetos sanos

numero 7 12
edad promedio 43.3 36.7
donantes de sangre varon hembra
pacientes con cancer de pulmén

numero 9 8
edad promedio 67.4 60.6
cancer de pulmon de células escamosas 3 4
adenocarcinoma 6 1
carcinoma adenoescamoso 0 1
carcinoma broncoalveolar 0 1
carcinoides tipico 0 1
sujetos sanos

numero 7 12
edad promedio 43.3 36.7

1.2 Tamizaje de la micromatriz de miARN

Se extrajo sangre de pacientes con cancer de pulmén y voluntarios sin enfermedad conocida en tubos de ARN
sanguineo PAXgene (BD, Franklin Lakes, Nueva Jersey, Estados Unidos). Por cada donante de sangre, se obtuvieron 5
ml de sangre periférica. Se extrajo el ARN total de células sanguineas usando el miniestuche miRNeasy (Qiagen GmbH,
Hilden, Alemania) y el ARN se almacend a -70°C. Las muestras se analizaron con el Analizador en tiempo real Geniom
(GRTA, febit gmbh, Heidelberg, Alemania) usando el Biochip de miARN de homo sapiens de Geniom. Cada matriz
contiene 7 réplicas de los 866 miARN y las secuencias con asterisco de miARN como se anotan en el Sanger mirBase
12.0 (Griffiths-Jones, Moxon y otros, 2005; Griffiths-Jones, Saini y otros, 2008). El marcaje de las muestras con Biotina
se llevo a cabo usando ya sea el estuche de marcaje de miARN miRVANA™ (Applied Biosystems Inc, Foster City,
California Estados Unidos) o por marcaje enzimatico sobre chip basado en microfluidos de los miARN (MPEA (Vorwerk,
Ganter y otros, 2008.

Después de la hibridacion durante 16 horas a 42°C, el biochip se lavo automaticamente y se proceso un programa para
mejorar la sefal con el GRTA. Las imagenes de deteccion resultantes se evaluaron usando el software Geniom Wizard.
Para cada matriz, se extrajo la mediana de la intensidad de la sefial del archivo de datos sin procesar de manera que
para cada miARN se calcularon siete valores de intensidad correspondientes a cada copia réplica de mirBase en la
matriz. Después de la correccion de fondo, los siete valores de intensidad de la réplica de cada miARN se resumieron
por su valor de la mediana. Para normalizar las matrices diferentes de datos cruzados, se aplico la normalizacién cuantil
(Bolstad, Irizarry y otros, 2003) y todos los analisis adicionales se llevaron a cabo usando los valores de intensidad
normalizada y substraida del fondo.
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1.3 Analisis estadistico

Después de verificar la distribucién normal de los datos medidos, se realizaron pruebas t paramétricas (no apareadas,
de dos colas) para cada miARN por separado, para detectar los miARN que muestran un comportamiento diferente en
diferentes grupos de donantes de sangre. Los valores de p resultantes se ajustaron para pruebas multiples por ajustes
de Benjamini-Hochberg (Hochberg 1988; Benjamini y Hochberg 1995). Ademas, la Informacion Mutua (MI) (Shannon
1984) se proceso como una medida para acceder al valor diagnostico de los biomarcadores de miARN individuales. Con
este fin, todos los biomarcadores se transformaron en puntuaciones z y se almacenaron en tres compartimientos antes
de los valores de Ml de cada biomarcador, y se proceso la informacion de si el marcador se midié a partir de una
muestra normal o una de cancer de pulmén. Ademas del analisis de los biomarcadores individuales, la clasificacion de
las muestras usando patrones de miARN se llevo a cabo usando Maquinas de Vector Soporte (SVM, (Vapnik 2000)), tal
como se implementd en el paquete e1071 de R (Team 2008). Con detalle, se evaluaron diferentes Maquinas de
vectores Soporte del nucleo (funcién de base lineal, polinomial, sigmoide, radial), donde el parametro de costo se
muestreo de 0,01 a 10 en potencias decimales. Los perfiles de miARN medidos se clasificaron usando 100 repeticiones
del estandar de validacion cruzada 10 veces. Como técnica de seleccion de subconjuntos se aplico un enfoque de filtro
basado en la prueba t. Con detalle, los miARN s con los valores de p mas bajos se procesaron en el conjunto de
entrenamiento en cada multiplo de la validacion cruzada, donde s se muestreo de 1 a 866. El subconjunto respectivo se
uso para entrenar el SVM y para llevar a cabo la prediccion de las muestras de prueba. Como resultado, se calcularon la
precision, especificidad y sensibilidad medias junto con los Intervalos de Confianza del 95% (IC del 95%) para cada
tamafio de subconjunto. Para comprobar sobrentrenamiento se aplicaron las pruebas de permutacion. En la presente,
los marcadores de las clases se muestrearon aleatoriamente y las clasificaciones se llevaron a cabo usando los
marcadores de las clases permutados. Todos los analisis estadisticos se realizaron usando R (Team 2008).

2. Resultados
2.1 Experimentos de miARN

La expresion de 866 miARN y las secuencias con asterisco de miARN se analizo en células sanguineas de 17 pacientes
con NSCLC. Se usaron como control las células sanguineas de 19 voluntarios sin enfermedad conocida (ver ademas
Materiales y Métodos).

A continuacion del aislamiento y marcaje de ARN con el estuche de Marcaje de miARN miRVANA™ | los perfiles de
expresion de miARN se midieron por el Biochip de miARN de homo sapiens de Geniom en el GRTA (febit gmbh,
Heidelberg). A continuacion del calculo del valor de intensidad y la normalizacion cuantil de los perfiles de miARN
(Bolstad, Irizarry y otros, 2003), se determind un valor medio de correlacion de 0,97 para las réplicas técnicas usando el
ARN total comprado de Ambion (cuatro réplicas de corazén y cuatro de higado). Para las réplicas biolégicas se
compararon las diferentes muestras tumorales entre si y las diferentes muestras normales entre si. Las réplicas
biolégicas mostraron una correlacion media de 0,87 y una varianza de 0,009.

2.2 Eliminacién de la influencia de la edad y el género

Para comprobar que la edad y el sexo no influyen en nuestro analisis, las pruebas t se procesaron para las muestras
normales. En el caso de varones contra hembras no hubo miARN desregulado estadisticamente significativo. EIl miARN
mas significativo, hsa-miR-423, mostro un nivel de significacion ajustado de 0,78.

Para probar la influencia de la edad del donante se compararon los perfiles obtenidos de las muestras obtenidas de los
pacientes mas viejos contra los mas jovenes dividiendo el grupo por la mitad basado en la edad. En la presente, el
miARN mas significativo, miR-890, obtuvo unvalor p ajustado de 0,87. En cuanto al género, no hubo miARN
desregulado, lo que proporciona evidencia de que la edad y el género no tienen una influencia esencial en los perfiles
de miARN.

2.3 miARN desregulados individuales

La prueba de hipétesis se aplicé para identificar los miARN desregulados en las células sanguineas de pacientes con
cancer de pulmon en comparacion con las células sanguineas de los controles. A continuacion de la verificacion de una
distribucion aproximadamente normal, se realizaron pruebas t no pareados de dos colas para cada miARN. Los valores
de p respectivos se ajustaron para pruebas multiples mediante el enfoque de Benjamini-Hochberg (Hochberg 1988,
Benjamini y Hochberg 1995). En total se detectaron 27 miARN significativamente desregulados en las células
sanguineas de pacientes con cancer de pulmén en comparacion con los controles. Una lista completa de los miARN
desregulados se plasma en las tablas de las Figuras 10 y 11. Los miARN que se desregularon mas significativamente
incluyeron hsa-miR-126 con un valor de p de 0,00003, hsa-let-7d con un valor de p de 0,003, hsa-let-7i con un valor de p
de 0,003 y hsa -miR-423 con un valor p de 0,001 (Figura 1 y Figura 2). Otros miembros de la familia let-7 que ademas
se desregularon incluyen hsa-let-7c, hsa-let-7e, hsa-let-7f, hsa-let-7g y hsa-let-7a. Ademas de miR-423, todos los
miARN mencionados anteriormente se regularon negativamente en las células sanguineas de pacientes con cancer de
pulmén en comparacion con las células sanguineas de sujetos sanos, lo que indica un repertorio de miARN disminuido.
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Para validar los hallazgos, se repitio el perfil de miARN usando una técnica enzimatica de marcaje en chip denominada
MPEA (marcaje enzimatico sobre chip basado en microfluidos del miARN). Para este experimento de control, se usaron
4 de los 17 pacientes con cancer de pulmoéon y 10 de los controles. En la presente, se detectaron 100 miARN
diferencialmente regulados. Los miARN que se desregularon mas significativamente incluyen hsa-miR-1253 con un
valor de p de 0,001, hsa-miR-126 con un valor de p de 0,006, hsa-let-7d con un valor de p de 0,006 y hsa -let-7f con un
valor p de 0,006. De los 27 miARN previamente identificados 12 se detectaron que son significativos en el segundo
experimento, mientras que el resto de los miARN mostraron un aumento de los valores p. La correlacion de los cambios
multiplos fue 0,62. Otros miembros de la familia let-7 se confirmaron como desregulados en las células sanguineas de
pacientes con cancer de pulmon. Ademas, se confirmo que la mayoria de los miARN desregulados se redujeron en las
muestras de sangre de los pacientes. En la presente, el 62% de los miARN desregulados mostraron valores de
intensidad disminuidos en las muestras de cancer de pulmon.

Como experimento de control adicional, se realizo un analisis de expresiéon mediante gqRT-PCR. Como muestra de la
prueba, se analizaron los cambios multiplos de has-miR-106b, miR-98, miR-140-3p, let-7d, mir-126 y miR-22 en células
sanguineas de ocho pacientes con tumor y cinco controles. Los cocientes multiplos detectados por los experimentos con
el Biochip de Geniom estuvieron de acuerdo muy bien con los experimentos qRT-PCR, como lo demuestra un excelente
valor R? de 0,994. Los cocientes mulltiplos se presentan como un diagrama de dispersion junto con el valor R? y la linea
de regresion en la Figura 16.

2.4 Valor diagnostico de los biomarcadores de miARN

La informacion mutua (MI) (Shannon 1984) es una medida adecuada para estimar el contenido de informacion
diagnostica general de los biomarcadores individuales (Keller, Ludwig y otros 2006). En el presente estudio, la
Informacion Mutua se considera como la reduccién de la incertidumbre sobre los marcadores de clase '0' para los
controles y '1' para las muestras tumorales debido al conocimiento de la expresion de miARN. Cuanto mayor sea el
valor del MI de un miARN, mayor sera el contenido de diagnostico del respectivo miARN.

El Ml de cada miARN con los marcadores de clase se proceso. En primer lugar, se llevo a cabo una prueba de
permutacion para determinar el ruido de fondo de los miARN, por ejemplo el contenido de informacién aleatoria de cada
miARN. Se seleccionaron aleatoriamente 1000 miARN (con sustituciones) y se muestrearon los marcadores de clase
para cada miARN. Estas pruebas de permutacion produjeron un valor medio de Ml de 0,029, un cuantil 95% de 0,096 y
un valor de 0,217 para el Ml aleatorio mas alto. En segundo lugar, se calcularon los valores de MI para la comparacion
entre los miARN en células sanguineas de pacientes con tumor y controles. La comparacion global de los 866 miARN
produjo un aumento significativo de los valores de MI con un valor p de dos colas de < 10- '° como muestra por un
ensayo de Wilcoxon Mann-Whitney no pareado (Wilcoxon 1945; Mann y Wilcoxon 1947). El miARN hsa-miR-361-5p
mostro el Ml mas alto con un valor de 0,446. Los miARN con los mejores valores de significacion calculados por el test t,
es decir, hsa-miR-126 y hsa-miR-98, estuvieron también entre los miARN que mostraron los valores mas altos de MI. En
total se detectaron 37 miARN con valores de Ml mayores que el mas alto de 1000 miARN permutados y 200 miARN con
valores de MI mayores que el cuantil 95% (Figura 16). Una lista completa de los miARN, el respectivo Ml y el
enriquecimiento en comparacion con el fondo de Ml se proporciona en la tabla de la Figura 10.

2.5 Evaluacion de las huellas complejas

Incluso los miARN individuales con los valores mas altos de MI no son suficientes para diferenciar con alta especificidad
entre las células sanguineas de pacientes con tumor en comparacion con los controles. Por ejemplo, solamente el has-
miR-126 separa las células sanguineas de los pacientes con tumor de las células sanguineas de individuos sanos con
una especificidad de 68%. Para mejorar la precision de la clasificacion de la potencia predictiva de multiples miARN se
combino mediante el uso de técnicas de aprendizaje estadistico. Con detalle, se aplicaron a los datos Maquinas de
Vector Soporte con diferentes nucleos (funcion base lineal, polinomial, sigmoidal, radial) y se llevd a cabo una prueba de
hipotesis basada en la seleccion de subconjuntos como se describié en Materiales y Métodos. Para obtener significacion
estadistica se realizaron 100 repeticiones de la validacion cruzada 10 veces. Asimismo, se procesaron 100 repeticiones
para las pruebas de permutacion.

Los mejores resultados se obtuvieron con las Maquinas de Vector Soporte de funcién de base radial y un subconjunto
de 24 miARN. Estos miARN permitieron la discriminacion entre las células sanguineas de los pacientes con tumor de
pulmén y las células sanguineas de los controles con una precision del 95,4% [94,9%-95,9%], una especificidad de
98,1% [97,3%-98,8%], y una sensibilidad de 92,5% [91,8%-92,5%]. Las pruebas de permutacion mostraron disminucion
significativa de la precision, especificidad y sensibilidad con 49,2% [47,2%-51,3%], 56,9% [54,5%-59,3%] y 40,6%
[37,9%-43,4%], respectivamente (Figura 5) proporcionando evidencia de que los resultados obtenidos no se deben a un
sobreajuste del modelo estadistico en las huellas de miARN.

3. Discusion

Mientras que los patrones complejos de expresion de miARN se han reportado para una gran variedad de tumores
humanos, la informacién tuvo solamente un estudio que analizaba la expresion de miARN en las células sanguineas
derivadas de los pacientes con tumor. En lo que sigue, el presente perfil de expresion de miARN se refiere a la
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expresion de miARN en las células sanguineas y en las células cancerosas de pacientes con cancer de pulmén de
células no pequefias. Se encontré una regulacion negativa significativa de has-miR-126 que se detecto recientemente
en las células sanguineas de individuos sanos, pero no en las células sanguineas de pacientes con cancer de pulmon
(Chen, Ba y otros 2008). En este estudio ademas se encontré regulacion negativa de has-miR-126 en el tejido de cancer
de pulmon. Estudios funcionales sobre has-miR-126 revelaron este miARN como un regulador de la expresion endotelial
de la molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1), que es una molécula de adhesion intercelular expresada por
las células endoteliales que se enfocan en la identificacion de los miARN en el suero de pacientes con cancer y otras
enfermedades o controles sanos. Dado que la mayoria de los miARN se expresan tanto en, suero como en las células
sanguineas de los controles sanos, la mayoria de los miARN de sueros se derivan probablemente de las células
sanguineas circulantes. Dado que hubo solamente una correlacion débil entre la expresion del miARN en el suero y la
célula sanguinea, la expresion del miARN parece ser desregulada ya sea en el suero o las células sanguineas de
pacientes con cancer. El presente ejemplo experimental se enfoco en el andlisis de la expresion de miARN en las
células sanguineas de pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias y los controles sanos. Se encontr6é una
regulacion negativa significativa de has-miR-126 que se detecto recientemente en las células sanguineas de individuos
sanos, pero no en las células sanguineas de pacientes con cancer de pulmén (Harris, Yamakuchi, Chen, Ba y otros,
2008). Ademas se encontré una regulacion negativa de has-miR-126 en el tejido de cancer de pulmén (Yanaihara,
Caplen y otros 2006). Los estudios funcionales sobre has-miR-126 revelaron este miARN como regulador de la
expresion endotelial de la molécula de adhesiéon celular vascular 1 (VCAM-1), que es una molécula de adhesion
intercelular expresada por células endoteliales (Harris, Yamakuchi y otros, 2008). Ademas se reporta que hsa-miR-126
es un inhibidor de la invasion celular en lineas celulares de cancer de pulmén de células no pequefas y la regulacion
negativa de este miARN 126 podria ser un mecanismo de las células de cancer de pulmén para evadir estos efectos
inhibidores (Crawford, Brawner y otros, 2008).Los miembros de la familia has-let-7 que se encontraron regulados
negativamente en la presente invencion fueron los primeros miARN reportados como desregulados en el cancer de
pulmén (Johnson, Grosshans y otros 2005). Esta regulacion negativa de la familia let-7 en el cancer de pulmén se
confirmo por varios estudios independientes (Takamizawa, Konishi y otros 2004; Stahlhut Espinosa y Slack 2006; Tong
2006; Zhang, Wang y otros 2007; Williams 2008). Los presentes datos ademas estan de acuerdo con un estudio
reciente que muestra la regulacion negativa de has-let-7a, has-let-7d, has-let-7f, has-let-7g, y has-let-7i en las células
sanguineas de pacientes con cancer de pulmén (Chen, Ba y otros 2008). En particular, la regulacion negativa de let-7
en el cancer de pulmén se asocio fuertemente con mal resultado clinico (Takamizawa, Konishi y otros 2004). Los
miembros de la familia let-7 regulan negativamente el oncogén RAS (Johnson, Grosshans y otros 2005). El miARN has-
miR-22 que mostrd un alto valor de Ml y regulacion positiva en el presente estudio, recientemente se reporté que se
regula positivo ademas, en las células sanguineas de pacientes con cancer de pulmén (Chen, Ba y otros 2008). El
miARN has-miR-19a que ademas mostro un alto valor de Ml y regulacién positiva en el presente estudio se reporto que
es regulado positivo en el tejido de cancer de pulmén (Hayashita, Osada y otros 2005; Calin y Croce 2006). Por el
contrario, has-miR-20a, que se regula negativo significativamente en los presentes experimentos, se reporto como
regulado positivo en el tejido de cancer de pulmén (Hayashita, Osada y otros 2005; Calin and Croce 2006). La
regulacion positiva de has-miR-20a se encontré en las lineas celulares de cancer de pulmén de células pequerias, el
presente estudio investigo solo NSCLC. En resumen, existe un alto grado de consistencia entre la expresion de miARN
encontrada en las células sanguineas periféricas de pacientes con cancer de pulmén y la expresion de miARN en el
tejido de cancer de pulmon (Takamizawa, Konishi y otros 2004; Hayashita, Osada y otros 2005; Lu, Getz y otros 2005;
Calin y Croce 2006; Stahlhut Espinosa y Slack 2006; Tong 2006; Volinia, Calin y otros 2006; Yanaihara, Caplen y otros
2006; Zhang, Wang y otros 2007; Williams 2008).

Algunos de los miARN desregulados identificados en la presente invencion se reportan ademas como desregulados en
otras entidades de cancer, por ejemplo has-miR-346 en el cancer gastrico, has-miR-145 en el cancer de la vejiga, y has-
miR-19a en el carcinoma hepatocelular y la leucemia de las células B (Alvarez-Garcia y Miska 2005; He, Thomson y
otros 2005; Feitelson y Lee 2007; Guo, Huang y otros 2008; Ichimi, Enokida y otros 2009). Ademas, los miARN con alto
potencial diagnostico, por ejemplo alto valor de MI, se encontraron que aun no estaban relacionados con el cancer como
por ejemplo has-miR-527 o has-mir-361-5p que ambos se regularon positivo en las células sanguineas de pacientes con
cancer de pulmon.

Ademas de la desregulacion de los miARN individuales, todo el perfil de expresion de las células sanguineas periféricas
de pacientes con cancer de pulmén se analizo en comparacion con el patron en las células sanguineas de los controles
sanos. Recientemente, Chen y otros (Chen, Ba y otros 2008) reportaron una alta correlacion de 0,9205 entre los perfiles
de miARN en suero y perfiles de miARN en las células sanguineas, ambos en individuos sanos. La correlacion de los
perfiles de miARN entre el suero y las células sanguineas en pacientes con cancer de pulmoén fueron significativamente
mas bajos (0,4492). Estos resultados son indicativos de los miARN desregulados en sangre y/o suero de pacientes y
estan de acuerdo con los datos actuales que muestran la desregulacion de los miARN en las células sanguineas de
pacientes con carcinoma de pulmoén. Estos miARN desregulados pueden usarse para diferenciar pacientes con cancer
de pulmon de los controles normales con alta especificidad y sensibilidad. Esta es la primera evidencia del potencial
diagnostico de los perfiles de expresiéon de miARN en células sanguineas periféricas de pacientes con cancer y
personas sanas.
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<213> Homo sapiens
<400> 45
uaaagugcuuauagugcagguag

<210> 46
<211> 22
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 46
uuauaauacaaccugauaagug

<210> 47

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 47
ggauuccuggaaauacuguucu

<210> 48

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 48

uaagugcuuccauguuuuaguag

<210> 49

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 49

aaaagugcuuacagugcagguag

<210> 50

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 50
uguaaacauccuugacuggaag

<210> 51

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 51
ugucaguuugucaaauacccca

<210> 52

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 52
cuggacugagccgugcuacugg

<210> 53

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 53

ugagguaguagguugugugguu

<210> 54

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 54
ugugacagauugauaacugaaa

<210> 55

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 55
ugcuuccuuucagagggu

ES 2642395 T3

22

22

23

23

22

22

22

22

22

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 56

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 56
aaaccguuaccauuacugaguu

<210> 57

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 57
aaagugcaucuuuuuagaggau

<210> 58

<211> 26

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 58
aaguaguugguuuguaugagaugguu

<210> 59

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 59
gacacgggcgacagcugcggccc

<210> 60

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 60
ucccccaggugugauucugauuu

<210> 61

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 61
aguuuugcauaguugcacuaca

<210> 62

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 62
aucaugaugggcuccucggugu

<210> 63

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 63
cuccugagccauucugagccuc

<210> 64

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 64
aaaaugguucccuuuagagugu

<210> 65
<211> 22
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 65
aagugcuuccuuuuagaggguu 22

<210> 66

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 66
cucuagagggaagcgcuuucug 22

<210> 67

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 67
cugaccuaugaauugacagcc 21

<210> 68

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 68
aagugaucuaaaggccuacau 21

<210> 69

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 69
ucgaggagcucacagucuagu 21

<210>70

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 70
uggacugcccugaucuggaga 21

<210> 71

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 71
uagcagcgggaacaguucugcag 23

<210>72

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 72
agguugacauacguuuccc 19

<210>73

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 73

gguggcccggecgugecugagg 22

<210>74

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 74
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Cuauacgaccugcugccuuucu

<210>75

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 75
cccaguguucagacuaccuguuc

<210>76

<211>17

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 76

ucucgcuggggecucca 17

<210> 77

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 77
aauggauuuuuggagcagg

<210>78

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 78
aacaauauccuggugcugagug

<210>79

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 79
auguaugugugcaugugcaug

<210> 80

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 80
auggauaaggcuuuggcuu

<210> 81

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 81
gcagcagagaauaggacuacguc

<210> 82

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 82
uggagagaaaggcaguuccuga

<210> 83

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 83
gcgaggaccccucggggucugac

<210> 84
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<211> 26

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 84

gaugaugauggcagcaaauucugaaa

<210> 85

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 85
uucuggaauucugugugaggga

<210> 86

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 86
uuuuucauuauugcuccugacc

<210> 87

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 87
cagcagcacacugugguuugu

<210> 88

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 88

ucagcuggcccucauuuc 18

<210> 89

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 89
uagcagcacguaaauauuggcg

<210> 90

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 90
uggaauguaaagaaguauguau

<210> 91

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 91
uggcccugacugaagaccagcagu

<210> 92

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 92
gcuauuucacgacaccaggguu

<210>93

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 93
acuccauuuguuuugaugaugga

<210> 94

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 94
caaaaaccacaguuucuuuugc

<210> 95

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 95
caaaguuuaagauccuugaagu

<210> 96

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 96
aaaaguaaucgcgguuuuuguc

<210> 97

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 97
gcccecugggecuauccuagaa

<210> 98

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 98
gcccaaaggugaauuuuuuggg

<210> 99

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 99
guccaguuuucccaggaaucccu

<210> 100

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 100
caaagugcuuacagugcagguag

<210> 101

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 101
uguaaacauccuacacucagcu

<210> 102

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 102
cuauacaaucuauugccuucce
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<210> 103

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 103
uuuucaacucuaaugggagaga

<210> 104

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 104
cuuuuugcggucugggeuuge

<210> 105

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 105
ucguggccuggucuccauuau

<210> 106

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 106
ccgcacuguggguacuugeuge

<210> 107

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 107
gaccuggacauguuugugcccagu

<210> 108

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 108
caaucagcaaguauacugcccu

<210> 109

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 109
aauggcgccacuaggguugug

<210> 110

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 110
aggcauugacuucucacuagcu

<210> 111

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 111
acuguaguaugggcacuuccag

<210> 112
<211>21
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 112
caaaacgugaggcgcugcuau

<210> 113

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 113
aucgugcaucccuuuagagugu

<210> 114

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 114
ucuauacagacccuggcuuuuc

<210> 115

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 115
acaguagucugcacauugguua

<210> 116

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 116
guugugucaguuuaucaaac

<210> 117

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 117
uaguagaccguauagcguacg

<210> 118

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 118
aucacauugccagggauuacc

<210> 119

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 119
uugggacauacuuaugcuaaa

<210> 120

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 120
uggcaguguauuguuagcuggu

<210> 121

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 121
aaaaacuguaauuacuuuu
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<210> 122

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 122
ugugucacucgaugaccacugu

<210> 123

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 123
cacacacugcaauuacuuuugc

<210> 124

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 124
acccgucccguucguccccgga

<210> 125

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 125
uccugcgcgucccagaugcce

<210> 126

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 126
ugaguaccgccaugucuguuggg

<210> 127

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 127
ccuaguagguguccaguaagugu

<210> 128

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 128
agguuacccgagcaacuuugcau

<210> 129

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 129

uuuggcaaugguagaacucacacu

<210> 130

<211> 25

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 130

ggcggagggaaguagguccguuggu

<210> 131
<211>21

ES 2642395 T3

22

22

22

21

23

23

23

24

25

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 131
augaccuaugaauugacagac

<210> 132

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 132
gugugcggaaaugcuucugcua

<210> 133

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 133
uguaaacauccccgacuggaag

<210> 134

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 134
cuccugacuccagguccugugu

<210> 135

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 135
accuggcauacaauguagauuu

<210> 136

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 136
caaucacuaacuccacugccau

<210> 137

<211> 25

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 137
aggcaccagccaggcauugcucagce

<210> 138

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 138
aacaggugacugguuagacaa

<210> 139

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 139
acuggacuuggagucagaagg

<210> 140

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 140
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ggugcagugcugcaucucuggu

<210> 141

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 141
ccucagggcuguagaacagggcu

<210> 142

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 142
gcuaguccugacucagccagu

<210> 143

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 143
agaccuggcccagaccucagc

<210> 144

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 144
aggguguuucucucaucucu

<210> 145

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 145
uguaaacauccuacacucucagc

<210> 146

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 146
aaggagcucacagucuauugag

<210> 147

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 147
aucacauugccagggauuucc

<210> 148

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 148
ucuaggcugguacugcuga

<210> 149

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 149
guggcugcacucacuuccuuc

<210> 150
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<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 150
acuuuaacauggaagugcuuuc 22

<210> 151

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 151
guucaaauccagaucuauaac 21

<210> 152

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 152
uggaguccaggaaucugcauuuu 23

<210> 153

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 153
ccagacagaauucuaugcacuuuc 24

<210> 154

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 154
uaaauuucaccuuucugagaagg 23

<210> 155

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 155

uggggagcugaggeucugggggug 24

<210> 156

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 156
uagcaccauuugaaaucaguguu 23

<210> 157

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 157
accaggaggcugaggccccu 20

<210> 158

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 158
uaaggugcaucuagugcagauag 23

<210> 159

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 159
gugaggacucgggaggugg 19

<210> 160

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 160
caaauucguaucuaggggaaua 22

<210> 161

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 161
accaucgaccguugauuguacc 22

<210> 162

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 162
caugguucugucaagcaccgcg 22

<210> 163

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 163
aagugccgccaucuuuugagugu 23

<210> 164

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 164
aucacacaaaggcaacuuuugu 22

<210> 165

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 165
cagugguuuuacccuaugguag 22

<210> 166

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 166
cagugcaauaguauugucaaagc 23

<210> 167

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 167
uacguagauauauauguauuuu 22

<210> 168

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 168
uucacauugugcuacugucugc 22

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 169

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 169
uacccagagcaugcagugugaa

<210> 170

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 170
aacuggcccucaaagucccgeu

<210> 171

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 171
ugccugucuacacuugecugugc

<210> 172

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 172
aaaucucugcaggcaaauguga

<210> 173

<211>17

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 173
uaauugcuuccauguuu

<210> 174

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 174
cucuagagggaagcgcuuucug

<210> 175

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 175
aaaaguaauugcggucuuuggu

<210> 176

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 176
auguauaaauguauacacac

<210> 177

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 177

aagugugcagggcacuggu

<210> 178
<211>21
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 178
ucccacguuguggcccagcag

<210> 179

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 179
agcuacaucuggcuacugggu

<210> 180

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 180
ugcuggaucagugguucgaguc

<210> 181

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 181
ugcaacuuaccugagucauuga

<210> 182

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 182
ucucacacagaaaucgcacccgu

<210> 183

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 183
aagugcugucauagcugagguc

<210> 184

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 184
aucccuugcaggggeuguugggu

<210> 185

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 185
auaagacgaacaaaagguuugu

<210> 186

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 186
ccaguauuaacugugcugcuga

<210> 187

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 187
gcgacccauacuugguuucag
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<210> 188

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 188
ugcccuguggacucaguucugg

<210> 189

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 189
aaagugcuuccuuuuagaggg

<210> 190

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 190
aggcaguguauuguuagecuggc

<210> 191

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 191
acaaagugcuucccuuuagagugu

<210> 192

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 192
ugccuacugagcugaaacacag

<210> 193

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 193
gaaagcgcuucucuuuagagg

<210> 194

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 194
aaaccuguguuguucaagaguc

<210> 195

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 195
uauugcacauuacuaaguugca

<210> 196

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 196
cuagacugaagcuccuugagg

<210> 197
<211> 23
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<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 197
uagugcaauauugcuuauagggu

<210> 198

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 198
uacaguacugugauaacugaa

<210> 199

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 199
aguuuugcagguuugcauccagc

<210> 200

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 200
uacugcagacaguggcaauca

<210> 201

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 201
uacaguauagaugauguacu

<210> 202

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 202
uacuccagagggcgucacucaug

<210> 203

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 203
aguuaaugaauccuggaaagu

<210> 204

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 204
ugugcuugcucgucccgeccgea

<210> 205

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 205
auccgcgceucugacucucugcec

<210> 206

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 206
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ES 2642395 T3

ugucugcccgcaugccugecucu 23

<210> 207

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 207
uaaggcacccuucugaguaga 21

<210> 208

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 208
uauguaacaugguccacuaacu 22

<210> 209

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 209
ccugcagcgacuugauggcuucce 23

<210> 210

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 210
uucauuugguauaaaccgcgauu 23

<210> 211

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 211
uggguuccuggcaugcugauuu 22

<210> 212

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 212
augggugaauuuguagaaggau 22

<210> 213

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 213
uugcauagucacaaaagugauc 22

<210> 214

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 214
aaagugcuuccuuuuugaggg 21

<210> 215

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 215
gugucugcuuccuguggga 19

<210> 216
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<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 216
cugcaauguaagcacuucuuac

<210> 217

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 217
ugcuaugccaacauauugccau

<210> 218

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 218
cagugccucggcagugcagccc

<210> 219

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 219
uaugucugcugaccaucaccuu

<210> 220

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 220
caagcucgugucuguggguccg

<210> 221

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 221
uaguacugugcauaucaucuau

<210> 222

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 222
uauggcuuuucauuccuauguga

<210> 223

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 223
uagaguuacacccugggaguua

<210> 224

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 224
cuccguuugccuguuucgeug

<210> 225

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 225
cuuagcagguuguauuaucauu

<210> 226

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 226
auugacacuucugugaguaga

<210> 227

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 227
uaauuuuauguauaagcuagu

<210> 228

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 228
aaacuacugaaaaucaaagau

<210> 229

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 229
aauaauacaugguugaucuuu

<210> 230

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 230
uugaaaggcuauuucuugguc

<210> 231

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 231
ucacagugaaccggucucuuu

<210> 232

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 232
aauccuuggaaccuaggugugagu

<210> 233

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 233

aggaagcccuggaggggeuggag

<210> 234

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 234
cugcccuggceccgagggaccga
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<210> 235

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 235
caccaggcauuguggucucc

<210> 236

<211> 25

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 236

ugggaacggguuccggcagacgcug

<210> 237

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 237
uguaacagcaacuccaugugga

<210> 238

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 238
uagcagcacaucaugguuuaca

<210> 239

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 239
aggggugcuaucugugauuga

<210> 240

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 240
ucacaagucaggcucuugggac

<210> 241

<211>17

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 241
uucaaguaauucaggug

<210> 242

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 242
ugugcgcagggagaccucucce

<210> 243

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 243
uuguacaugguaggcuuucauu

<210> 244
<211> 23
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 244
ucaaaugcucagacuccuguggu

<210> 245

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 245
uaacacugucugguaaagaugg

<210> 246

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 246
aaccaucgaccguugaguggac

<210> 247

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 247
aacuggccuacaaagucccagu

<210> 248

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 248
uaagugcuuccauguuucagugg

<210> 249

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 249
agaggcuggccgugaugaauuc

<210> 250

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 250
aacaucacagcaagucugugcu

<210> 251

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 251
ucagcaaacauuuauugugugc

<210> 252

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 252
aaaaguaauugugguuuuggcc

<210> 253

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 253
ugacaacuauggaugagcucu
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<210> 254

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 254
auucuaauuucuccacgucuuu

<210> 255

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 255
uagauaaaauauugguaccug

<210> 256

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 256
caaagaggaaggucccauuac

<210> 257

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 257
uuuccauaggugaugagucac

<210> 258

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 258
cacaagguauugguauuaccu

<210> 259

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 259
aagcagcugccucugaggc

<210> 260

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 260
auaauacaugguuaaccucuuu

<210> 261

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 261
uccauuacacuacccugccucu

<210> 262

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 262
ccaguggggecugcuguuaucug

<210> 263
<211> 22
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<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 263
ugguuuaccgucccacauacau

<210> 264

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 264
cuccuauaugaugccuuucuuc

<210> 265

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 265
ugaaggucuacugugugccagg

<210> 266

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 266
caaaccacacugugguguuaga

<210> 267

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 267
aaagugcauccuuuuagagugu

<210> 268

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 268
caagcucgcuucuaugggucug

<210> 269

<211>17

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 269
ucccaccgcugccacce

<210> 270

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 270
cucuagagggaagcgcuuucug

<210> 271

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 271

gguccagaggggagauagguuc

<210> 272

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 272
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ugucuacuacuggagacacugg

<210> 273

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 273
cuuucagucagauguuugcugce

<210> 274

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 274
cucaucugcaaagaaguaagug

<210> 275

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 275
caagaaccucaguugcuuuugu

<210> 276

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 276
uaugcauuguauuuuuaggucc

<210> 277

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 277
uauugcacucgucccggccucc

<210> 278

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 278
ucgugcaucccuuuagaguguu

<210> 279

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 279
caaaacuggcaauuacuuuugc

<210> 280

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 280
uauaccucaguuuuaucaggug

<210> 281

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 281
caggucgucuugcagggcuucu

<210> 282

22
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<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 282
auuccuagaaauuguucaua

<210> 283

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 283
aguguggcuuucuuagagc

<210> 284

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 284
agaggauacccuuuguauguu

<210> 285

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 285
cugguuucacaugguggcuuag

<210> 286

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 286
gugacaucacauauacggcagc

<210> 287

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 287
gggcgcecugugaucccaac

<210> 288

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 288
cggcccgggeugeugeuguuccu

<210> 289

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 289
cacuagauugugagcuccugga

<210> 290

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 290
cuauacagucuacugucuuucc

<210> 291

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

2

19

19
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<400> 291
gaugaugcugcugaugcug

<210> 292

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 292
ugaggcaguagauugaau

<210> 293

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 293
cugccaauuccauaggucacag

<210> 294

<211>17

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 294
uaagugcuuccaugcuu

<210> 295

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 295
uauguaacacgguccacuaacc

<210> 296

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 296
cagcagcaauucauguuuugaa

<210> 297

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 297
uaacugguugaacaacugaacc

<210> 298

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 298
guucucccaacguaagcccagce

<210> 299

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 299
cuuaugcaagauucccuucuac

<210> 300

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 300
aaagugcauccuuuuagagguu
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<210> 301

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 301
uaggacacauggucuacuucu

<210> 302

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 302
cugaagcucagagggcucugau

<210> 303

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 303
ugcaggaccaagaugagcccu

<210> 304

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 304
accguggcuuucgauuguuacu

<210> 305

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 305
gugcauugcuguugcauugc

<210> 306

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 306
aaaacggugagauuuuguuuu

<210> 307

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 307
auggagauagauauagaaau

<210> 308

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 308
aaggagcuuacaaucuagcuggg

<210> 309

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 309
cacuggcuccuuucuggguaga

<210> 310
<211> 22
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 310
acaaagugcuucccuuuagagu

<210> 311

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 311
augcaccugggcaaggauucug

<210> 312

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 312
gaaaucaagcgugggugagacc

<210> 313

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 313
Ccaaagaauucuccuuuugggcu

<210> 314

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 314
ugagcugcuguaccaaaau

<210> 315

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 315
uucaaguaauccaggauaggcu

<210> 316

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 316
augguacccuggcauacugagu

<210> 317

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 317
uucccuuugucauccuucgccu

<210> 318

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 318
uuugaggcuacagugagaugug

<210> 319

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 319
ccaccaccgugucugacacuu

22
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<210> 320

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 320
ugcaacgaaccugagccacuga

<210> 321

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 321
agagaagaagaucagccugca

<210> 322

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 322
ucugcaggguuugcuuugag

<210> 323

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 323

uuauugcuuaagaauacgcguag

<210> 324

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 324
aaucauacacgguugaccuauu

<210> 325

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 325
aggguaagcugaaccucugau

<210> 326

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 326
gugaacgggcgccaucccgagg

<210> 327

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 327
aauugcacgguauccaucugua

<210> 328

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 328
aaaaccgucuaguuacaguugu

<210> 329
<211> 22
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<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 329
agaguugagucuggacgucccg

<210> 330

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 330
ccacaccguaucugacacuuu

<210> 331

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 331
cucaguagccaguguagauccu

<210> 332

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 332
cacauuacacggucgaccucu

<210> 333

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 333
aucauagaggaaaauccauguu

<210> 334

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 334
ccauggaucuccaggugggu

<210> 335

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 335
gaacgcgcuucccuauagagggu

<210> 336

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 336
acuuaaacguggauguacuugcu

<210> 337

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 337
agagcuuagcugauuggugaac

<210> 338

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 338
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agaccauggguucucauugu

<210> 339

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 339
uacucaaaaagcugucaguca

<210> 340

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 340
guagauucuccuucuaugagua

<210> 341

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 341
aaacucuacuuguccuucugagu

<210> 342

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 342

gagggucuugggagggaugugac

<210> 343

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 343
ccucccacacccaaggeuugcea

<210> 344

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 344
aacauucauugcugucggugggu

<210> 345

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 345
aacgcacuucccuuuagagugu

<210> 346

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 346
ucaguaaauguuuauuagauga

<210> 347

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 347
auaaagcuagauaaccgaaagu

<210> 348
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<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 348

ggggagcuguggaagcagua 20

<210> 349

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 349
ugaguuggccaucugagugag 21

<210> 350

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 350
acuugggcacugaaacaaugucc 23

<210> 351

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 351
uaauacugccugguaaugauga 22

<210> 352

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 352
uaugugccuuuggacuacaucg 22

<210> 353

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 353
uggugguuuacaaaguaauuca 22

<210> 354

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 354
acucaaaaugggggcgcuuucc 22

<210> 355

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 355
ccucugaaauucaguucuucag 22

<210> 356

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 356
aacgccauuaucacacuaaaua 22

<210> 357

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 357
uugggaucauuuugcauccaua

<210> 358

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 358
uggcucaguucagcaggaacag

<210> 359

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 359
ucaggcucaguccccucccgau

<210> 360

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 360
ucauagcccuguacaaugcugcu

<210> 361

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 361
uauguaauaugguccacaucuu

<210> 362

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 362
uucacagggaggugucau

<210> 363

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 363
uacugcagacguggcaaucaug

<210> 364

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 364
gcaggaacuugugagucuccu

<210> 365

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 365
gaugagcucauuguaauaugag

<210> 366

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 366
agaucgaccguguuauauucgc
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<210> 367

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 367
guguugaaacaaucucuacug

<210> 368

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 368
ucugcucauaccccaugguuucu

<210> 369

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 369
ugcuuccuuucagagggu

<210> 370

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 370
aaagugcuuccuuuuagagggu

<210> 371

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 371
caacuagacugugagcuucuag

<210> 372

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 372
agagucuugugaugucuugc

<210> 373

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 373
cuacaaagggaagcccuuuc

<210> 374

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 374

cacucagccuugagggcacuuuc

<210> 375

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 375
cuuaucagauuguauuguaauu

<210> 376
<211>25
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 376
cuagugagggacagaaccaggauuc 25

<210> 377

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 377
uguucauguagauguuuaagc 21

<210> 378

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 378
auauaugaugacuuagcuuuu 21

<210> 379

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 379
cuccagagggaugcacuuucu 21

<210> 380

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 380
caucuuaccggacagugcugga 22

<210> 381

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 381
uggguggucuggagauuugugc 22

<210> 382

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 382
aaagugcugcgacauuugagcgu 23

<210> 383

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 383
aaaaguaauugcgaguuuuacc 22

<210> 384

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 384
aaaaguacuugcggauuuugcu 22

<210> 385

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 385

uugagaaggaggcugcug 18
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<210> 386

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 386
caagucuuauuugagcaccuguu

<210> 387

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 387
gcgacccacucuugguuucca

<210> 388

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 388
uagguaguuuccuguuguuggg

<210> 389

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 389
caauuuagugugugugauauuu

<210> 390

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 390
gugcauuguaguugcauugca

<210> 391

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 391
aaaaguaauugugguuuuugcc

<210> 392

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 392

agucauuggaggguuugagcag

<210> 393

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 393
uggauuucuuugugaaucacca

<210> 394

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 394
ugauuguagccuuuuggaguaga

<210> 395
<211> 22
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 395
ccuauucuugauuacuuguuuc 22

<210> 396

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 396
ucgugucuuguguugcagcecgg 22

<210> 397

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 397
acaguagucugcacauugguua 22

<210> 398

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 398
aaucaugugcagugccaauaug 22

<210> 399

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 399
uaaggugcaucuagugcaguuag 23

<210> 400

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 400
cuggauggcuccuccaugucu 21

<210> 401

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 401
ugauugguacgucuguggguag 22

<210> 402

<211> 27

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 402
cacuguaggugauggugagagugggca 27

<210> 403

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 403
agcugucugaaaaugucuu 19

<210> 404

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 404
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uucacaaggaggugucauuuau

<210> 405

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 405
agacuucccauuugaagguggc

<210> 406

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 406
ucuuugguuaucuagcuguauga

<210> 407

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 407
aagugccuccuuuuagaguguu

<210> 408

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 408
uucccuuugucauccuaugccu

<210> 409

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 409
uagcaccauuugaaaucgguua

<210> 410

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 410

€gggcguggugguggggg

<210> 411

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 411

uggagugugacaaugguguuug

<210> 412

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 412
caacaaaucccagucuaccuaa

<210> 413

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 413
caggccauauugugcugccuca

<210> 414
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<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 414
aacauucauuguugucggugggu

<210> 415

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 415
ugauuguccaaacgcaauucu

<210> 416

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 416
uaagugcuuccauguuugagugu

<210> 417

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 417
uggcagugucuuagcugguugu

<210> 418

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 418
aauauaacacagauggccugu

<210> 419

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 419
caauguuuccacagugcaucac

<210> 420

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 420
aaugcaccugggcaaggauuca

<210> 421

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 421
ugguagacuauggaacguagg

<210> 422

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 422
uuucaagccagggggcguuuuuc

<210> 423

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 423
cucuagagggaagcacuuucug

<210> 424

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 424
auauuaccauuagcucaucuuu

<210> 425

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 425
auccuugcuaucugggugcua

<210> 426

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 426
aggcaagaugcuggcauagcu

<210> 427

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 427
aacccguagauccgaacuugug

<210> 428

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 428

gaggguuggguggaggcucuce

<210> 429

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 429

gggggucccecggugeucggauc

<210> 430

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 430
caacaccagucgaugggcugu

<210> 431

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 431
ggcagguucucacccucucuagg

<210> 432

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 432
uuuaggauaagcuugacuuuug
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<210> 433

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 433

uggaggagaaggaaggugaug

<210> 434

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 434
Ccaaagguauuugugguuuuug

<210> 435

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 435
agaauuguggcuggacaucugu

<210> 436

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 436
aaugcacccgggcaaggauucu

<210> 437

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 437
uaagugcuuccauguuuugguga

<210> 438

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 438
uuccuaugcauauacuucuuug

<210> 439

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 439

uggaauguaaggaagugugugg

<210> 440

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 440
aaagugcuucucuuuggugggu

<210> 441

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 441
aaaaguaauugcggauuuugcc

<210> 442
<211>21
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 442
gugucuuuugcucugcaguca

<210> 443

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 443
uguaaacauccucgacuggaag

<210> 444

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 444
ccccaccuccucucuccucag

<210> 445

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 445
gaaggcgcuucccuuuagagceg

<210> 446

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 446

guggguacggcccagugggggy

<210> 447

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 447
cguguauuugacaagcugaguu

<210> 448

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 448
uccgagccugggucucccucuu

<210> 449

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 449
cgaaaacagcaauuaccuuugc

<210> 450

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 450

aaaagcuggguugagagggcga

<210> 451

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 451
uccaguaccacgugucagggcca
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<210> 452

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 452
uuacaguuguucaaccaguuacu

<210> 453

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 453
gagcuuauucauaaaagugcag

<210> 454

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 454
cuugguucagggagggucccca

<210> 455

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 455
acucuagcugccaaaggcgceu

<210> 456

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 456
uauucauuuauccccagccuaca

<210> 457

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 457
cccagauaauggcacucucaa

<210> 458

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 458
aaaacuguaauuacuuuuguac

<210> 459

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 459
caguaacaaagauucauccuugu

<210> 460

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 460
ucggggaucaucaugucacgaga

<210> 461
<211> 22
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<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 461
ugauauguuugauauauuaggu

<210> 462

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 462
augguuccgucaagcaccaugg

<210> 463

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 463
acuguugcuaauaugcaacucu

<210> 464

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 464
uuuugcgauguguuccuaauau

<210> 465

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 465
aauugcacuuuagcaaugguga

<210> 466

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 466
uaaggcacgcggugaaugcc

<210> 467

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 467
ugcaccaugguugucugagcaug

<210> 468

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 468
uaauacugccggguaaugaugga

<210> 469

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 469
guccgcucggecgguggcecca

<210> 470

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 470
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cucuagagggaagcacuuucug 22

<210> 471

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 471
acaguagagggaggaaucgcag 22

<210> 472

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 472
caaaaguaauuguggauuuugu 22

<210> 473

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 473
uagcuuaucagacugauguuga 22

<210> 474

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 474
ugguucuagacuugccaacua 21

<210> 475

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 475
aggcaguguaguuagcugauugc 23

<210> 476

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 476
uaauacugucugguaaaaccgu 22

<210> 477

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 477
augcugacauauuuacuagagg 22

<210> 478

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 478
acugauuucuuuugguguucag 22

<210> 479

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 479
gccugecugggguggaaccuggu 22

<210> 480
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<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 480
cuauacaaucuacugucuuuc

<210> 481

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 481
caguuaucacagugcugaugcu

<210> 482

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 482
uaaaguaaauaugcaccaaaa

<210> 483

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 483
uacugcaucaggaacugauugga

<210> 484

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 484
cucuagagggaagcgcuuucug

<210> 485

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 485
cuuucagucggauguuuacagc

<210> 486

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 486
guguguggaaaugcuucugc

<210> 487

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 487
aaucguacagggucauccacuu

<210> 488

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 488
gacugacaccucuuugggugaa

<210> 489

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 489
uccuucauuccaccggagucug

<210> 490

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 490
agugaaugauggguucugacc

<210> 491

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 491
uggaagacuagugauuuuguugu

<210> 492

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 492
agggcccccccucaauccugu

<210> 493

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 493
aggaugagcaaagaaaguagauu

<210> 494

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 494
ugguugaccauagaacaugcgc

<210> 495

<211>17

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 495

gugggggagaggcuguc 17

<210> 496

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 496
ucucugggccugugucuuaggce

<210> 497

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 497
aacuggaucaauuauaggagug

<210> 498

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 498
caucaucgucucaaaugagucu
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<210> 499

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 499
caucuuccaguacaguguugga

<210> 500

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 500
aucgugcauccuuuuagagugu

<210> 501

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 501
ggcuagcaacagcgcuuaccu

<210> 502

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 502
accuugccuugecugcccgggcece

<210> 503

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 503
uggugggcacagaaucuggacu

<210> 504

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 504
aaacauucgcggugcacuucuu

<210> 505

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 505
ucuucucuguuuuggccaugug

<210> 506

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 506
ccuauucuugguuacuugcacg

<210> 507

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 507
aguauguucuuccaggacagaac

<210> 508
<211> 22
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 508
uggacggagaacugauaagggu

<210> 509

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 509
aucauagaggaaaauccacgu

<210> 510

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 510
cguguucacagcggaccuugau

<210> 511

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 511
agccuggaagcuggagccugcagu

<210> 512

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 512

uggcagggaggeugggagggg

<210> 513

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 513
uugagaaugaugaaucauuagg

<210> 514

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 514
cuauacaaccuacugccuucce

<210> 515

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 515
ggagaaauuauccuuggugugu

<210> 516

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 516
aaagugcuucccuuuggacugu

<210> 517

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 517
ugggcguaucuguaugcua
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<210> 518

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 518
cuguaugcccucaccgeuca

<210> 519

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 519
cugacuguugccguccuccag

<210> 520

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 520

cugaagugauguguaacugaucag

<210> 521

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 521
caaagugcuguucgugcagguag

<210> 522

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 522
agggcuuagcugcuugugagcea

<210> 523

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 523
aggaauguuccuucuuugcc

<210> 524

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 524
acacagggcuguugugaagacu

<210> 525

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 525
gaaggcgcuucccuuuggagu

<210> 526

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 526
uaauccuugcuaccugggugaga

<210> 527
<211> 24
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<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 527
agccugauuaaacacaugcucuga 24

<210> 528

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 528
acugcauuaugagcacuuaaag 22

<210> 529

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 529

ggaggggucccgcacugggagg 22

<210> 530

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 530
aucgggaaugucguguccgcce 22

<210> 531

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 531
gagugccuucuuuuggagcguu 22

<210> 532

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 532
agagguugcccuuggugaauuc 22

<210> 533

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 533
agacccuggucugcacucuauc 22

<210> 534

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 534
Ccaaaaaucucaauuacuuuugc 22

<210> 535

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 535
uaaagagcccuguggagaca 20

<210> 536

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 536
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agcugguguugugaaucaggccg 23

<210> 537

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 537
ugucuugcaggccgucaugca 21

<210> 538

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 538
ugaaacauacacgggaaaccuc 22

<210> 539

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 539
uugcauauguaggaugucccau 22

<210> 540

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 540
Cuaauaguaucuaccacaauaaa 23

<210> 541

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 541
aucauacagggacauccaguu 22

<210> 542

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 542
ucuggcuccgugucuucacucce 23

<210> 543

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 543
uauacaagggcagacucucucu 22

<210> 544

<211> 27

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 544
auugaucaucgacacuucgaacgcaau 27

<210> 545

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 545
ucggauccgucugagcuuggcu 22

<210> 546
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<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 546
uccuguacugagcugccccgag

<210> 547

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 547
ucagugcacuacagaacuuugu

<210> 548

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 548
ugugagguuggcauuguugucu

<210> 549

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 549
aaaaguauuugcggguuuuguc

<210> 550

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 550
cauaaaguagaaagcacuacu

<210> 551

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 551
uuaauaucggacaaccauugu

<210> 552

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 552
uaaugccccuaaaaauccuuau

<210> 553

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 553
cacccguagaaccgaccuugcg

<210> 554

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 554
caucuuacugggcagcauugga

<210> 555

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 555
uaacacugucugguaacgaugu

<210> 556

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 556
aaagcgcuucccuucagagug

<210> 557

<211> 25

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 557

gcugggcagggcuucugageuccuu

<210> 558

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 558
gugaauuaccgaagggccauaa

<210> 559

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 559
ucagugcaucacagaacuuugu

<210> 560

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 560
agcagcauuguacagggcuauga

<210> 561

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 561
ccaaaacugcaguuacuuuugc

<210> 562

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 562
cccggagcecaggaugcageuc

<210> 563

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 563

uauagggauuggagccguggcg

<210> 564

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 564
agaucagaaggugauuguggcu
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<210> 565

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 565
ucugcccccuccgeugeugeca 22

<210> 566

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 566
gaagugcuucgauuuuggggugu 23

<210> 567

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 567
acucaaacugugggggcacu 20

<210> 568

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 568
agcagaagcagggagguucuccca 24

<210> 569

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 569
uuugugaccugguccacuaacc 22

<210> 570

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 570
acuucaccugguccacuagccgu 23

<210> 571

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 571
caaagcgcuucucuuuagagugu 23

<210> 572

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 572
ucagaacaaaugccgguucccaga 24

<210> 573

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 573
acuuguaugcuagcucagguag 22

<210> 574
<211> 22
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 574
uugugucaauaugcgaugaugu

<210> 575

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 575
cacuguguccuuucugcguag

<210> 576

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 576
aaauuauuguacaucggaugag

<210> 577

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 577
aagauguggaaaaauuggaauc

<210> 578

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 578
ucuuguguucucuagaucagu

<210> 579

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 579
gacuauagaacuuucccccuca

<210> 580

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 580
aucccaccucugccacca

<210> 581

<211>17

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 581
ucgccuccuccucucce

<210> 582

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 582
gaacggcuucauacaggaguu

<210> 583

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 583
uuugguccccuucaaccagcua
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<210> 584

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 584

ggguggggauuuguugcauuac

<210> 585

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 585
caagcuuguaucuauagguaug

<210> 586

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 586
ugagaaccacgucugcucugag

<210> 587

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 587
uugugcuugaucuaaccaugu

<210> 588

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 588
caagucacuagugguuccguu

<210> 589

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 589
ccaauauuacugugcugcuuua

<210> 590

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 590
cagugcaaugauauugucaaagc

<210> 591

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 591
ugauauguuugauauuggguu

<210> 592

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 592
uuuguucguucggeucgcguga

<210> 593
<211> 22
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<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 593
uagcaaaaacugcaguuacuuu

<210> 594

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 594
aggggcuggcuuuccucugguc

<210> 595

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 595
caaagugccucccuuuagagug

<210> 596

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 596
uaaaucccauggugccuucuccu

<210> 597

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 597

guagaggagauggcgcaggg

<210> 598

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 598
acaggugagguucuugggagcc

<210> 599

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 599
cuguugccacuaaccucaaccu

<210> 600

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 600
cucuagagggaagcacuuucug

<210> 601

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 601
aaaguucugagacacuccgacu

<210> 602

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 602
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uaacagucuccagucacggcc

<210> 603

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 603
cgucaacacuugcugguuuccu

<210> 604

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 604
ugaguauuacauggccaaucuc

<210> 605

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 605
ucaaaacugaggggcauuuucu

<210> 606

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 606
aaaaacugagacuacuuuugca

<210> 607

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 607
ucuaguaagaguggcagucga

<210> 608

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 608
cccugugcccggeccacuucug

<210> 609

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 609
uuaugguuugccugggacugag

<210> 610

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 610
auguagggcuaaaagccauggg

<210> 611

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 611
uuaggccgcagaucuggguga

<210> 612
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<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 612
uucaacggguauuuauugagca

<210> 613

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 613
uuugguccccuucaaccagcug

<210> 614

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 614
gucauacacggcucuccucucu

<210> 615

<211> 25

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 615
aaaggauucugcugucggucccacu

<210> 616

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 616
auauaauacaaccugcuaagug

<210> 617

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 617
aacacaccugguuaaccucuuu

<210> 618

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 618

dagacgggaggaaagaagggag

<210> 619

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 619

aggcagcgggguguaguggaua

<210> 620

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 620
cugcgcaagcuacugccuugeu

<210> 621

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 621
ccaguuaccgcuuccgcuaccge

<210> 622

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 622
cagugcaaugaugaaagggcau

<210> 623

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 623
gucccuguucaggcgcca

<210> 624

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 624
ucaccagcccuguguucccuag

<210> 625

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 625
cucuagagggaagcgcuuucug

<210> 626

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 626
ugagccccugugccgceccccag

<210> 627

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 627
gucagcggaggaaaagaaacu

<210> 628

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 628
cggcaacaagaaacugccugag

<210> 629

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 629
cuggagauauggaagagcugugu

<210> 630

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 630
cuuggcaccuagcaagcacuca
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<210> 631

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 631
ugagcuaaaugugugcuggga

<210> 632

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 632
cacgcucaugcacacacccaca

<210> 633

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 633
ucguuugccuuuuucugcuu

<210> 634

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 634
acagauucgauucuaggggaau

<210> 635

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 635
uaaucucagcuggcaacuguga

<210> 636

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 636
ggauaucaucauauacuguaag

<210> 637

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 637

gggguuccuggggaugggauuu

<210> 638

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 638
uuaagacuugcagugauguuu

<210> 639

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 639
uauggcacugguagaauucacu

<210> 640
<211> 22
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 640
caaccuggaggacuccaugcug

<210> 641

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 641
gcaaagcacacggccugcagaga

<210> 642

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 642
cuguacaggccacugccuugce

<210> 643

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 643
ucacuccucuccucccgucuu

<210> 644

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 644
acagcaggcacagacaggcagu

<210> 645

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 645
uaggcagugucauuagcugauug

<210> 646

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 646
acuuuaacauggaggcacuugc

<210> 647

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 647

gaaguuguucgugguggauucg

<210> 648

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 648
acccuaucaauauugucucuge

<210> 649

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 649

gugccagcugcagugggggag
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<210> 650

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 650

agagguauagggcaugggaa

<210> 651

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 651
auucugcauuuuuagcaaguuc

<210> 652

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 652
ugucucugcugggguuucu

<210> 653

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 653

cggcucugggucugugggga

<210> 654

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 654
aaggcagggcccccgeuccce

<210> 655

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 655
cuauacggccuccuagcuuucc

<210> 656

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 656
uccuucugcuccgucccccag

<210> 657

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 657
ugcccuaaaugccccuucuggce

<210> 658

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 658
aguauucuguaccagggaaggu

<210> 659
<211> 22
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<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 659
uucuccaaaagggagcacuuuc

<210> 660

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 660
aacuguuugcagaggaaacuga

<210> 661

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 661
ccuguucuccauuacuuggcuc

<210> 662

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 662
aucuggagguaagaagcacuuu

<210> 663

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 663
uaugugggaugguaaaccgcuu

<210> 664

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 664
uauacaagggcaagcucucugu

<210> 665

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 665
uuauaaagcaaugagacugauu

<210> 666

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 666
uaacagucuacagccauggucg

<210> 667

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 667
uguaguguuuccuacuuuaugga

<210> 668

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 668
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acggguuaggcucuugggagcu

<210> 669

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 669
cugggagaaggcuguuuacucu

<210> 670

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 670
gugagucucuaagaaaagagga

<210> 671

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 671

€ggcggggacggcgauugguc

<210> 672

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 672
ccuguugaaguguaaucccca

<210> 673

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 673
uuuugcaccuuuuggagugaa

<210> 674

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 674
caucccuugcaugguggaggg

<210> 675

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 675
cggggcagcucaguacaggau

<210> 676

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 676
aagccugcccggeuccucggg

<210> 677

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 677

ugggucuuugcgggcgagauga
<210> 678
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<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 678
uccgguucucagggcuccacc 21

<210> 679

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 679
ugccuacugagcugauaucagu 22

<210> 680

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 680
aguuuugcagguuugcauuuca 22

<210> 681

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 681

gcaugggugguucagugg 18

<210> 682

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 682
auaagacgagcaaaaagcuugu 22

<210> 683

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 683
uauggcuuuuuauuccuauguga 23

<210> 684

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 684
cuagguauggucccagggaucc 22

<210> 685

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 685
aacauucaaccugucggugagu 22

<210> 686

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 686
augauccaggaaccugccucu 21

<210> 687

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 687
cgcaggggcecgggugeucaccg

<210> 688

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 688
uggguuuacguugggagaacu

<210> 689

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 689
uacccuguagauccgaauuugug

<210> 690

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 690
aguggggaacccuuccaugagg

<210> 691

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 691
aggaccugcgggacaagauucuu

<210> 692

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 692
uucucgaggaaagaagcacuuuc

<210> 693

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 693
uacucaggagaguggcaaucac

<210> 694

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 694

ccccagggcgacgeggeggg

<210> 695

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 695
ucucuggagggaagcacuuucug

<210> 696

<211> 25

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 696
gggcgacaaagcaagacucuuucuu
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<210> 697

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 697

aggcggagacuugggcaauug

<210> 698

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 698
ugcggggcuagggcuaacagcea

<210> 699

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 699
agugccugagggaguaagagccc

<210> 700

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 700
uacuuggaaaggcaucaguug

<210> 701

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 701
uuuagagacggggucuugcucu

<210> 702

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 702
aggaggcagcgcucucaggac

<210> 703

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 703
cgugccacccuuuuccccag

<210> 704

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 704

gaagugugccguggugugucu

<210> 705

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 705
cggaugagcaaagaaagugguu

<210> 706
<211> 22
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 706
agaaggaaauugaauucauuua 22

<210> 707

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 707
gcaguccaugggcauauacac 21

<210> 708

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 708
gcugacuccuaguccagggcuc 22

<210> 709

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 709
uuuggcacuagcacauuuuugcu 23

<210> 710

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 710
cagggaggugaaugugau 18

<210> 711

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 711
uucucaaggaggugucguuuau 22

<210> 712

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 712
aaaaguaauugcgguuuuugcc 22

<210> 713

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 713

aggcggggegecgegggaccge 22

<210> 714

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 714
aaaagcuggguugagagggu 20

<210> 715

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 715
aaaagcuggguugagagggcaa 22
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<210> 716

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 716
uggugggccgcagaacaugugc

<210> 717

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 717
ccucugggcccuuccuccag

<210> 718

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 718
uccagugcccuccucucc

<210> 719

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 719
cuggcccucucugcccuuccgu

<210> 720

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 720
ugagaacugaauuccauaggcu

<210> 721

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 721
cgcgggugcuuacugacccuu

<210> 722

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 722
ugagugccggugccugcccug

<210> 723

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 723

cucggcgceggggcegcegggeucc

<210> 724

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 724
uccagcaucagugauuuuguug

<210> 725
<211> 23
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<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 725

cgggucggaguuagcucaagcgg

<210> 726

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 726

uggucuaggauuguuggaggag

<210> 727

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 727
uucauucggcuguccagaugua

<210> 728

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 728
ccaguccugugccugccgecu

<210> 729

<211> 26

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 729
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gugagggcaugcaggccuggaugggg 26

<210> 730

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 730
aucaacagacauuaauugggcgce

<210> 731

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 731

gcecgeguguggagecaggugu

<210> 732

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 732

cugguacaggccugggggacag

<210> 733

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 733
cucucaccacugcccucccacag

<210> 734

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 734
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acugcagugaaggcacuuguag 22

<210> 735

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 735
aaaagcuggguugagagga 19

<210> 736

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 736
uacccuguagaaccgaauuugug 23

<210> 737

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 737
acuccagccccacagccucage 22

<210> 738

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 738
acuuacagacaagagccuugcuc 23

<210> 739

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 739
aaagacauaggauagagucaccuc 24

<210> 740

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 740
uccgucucaguuacuuuauagc 22

<210> 741

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 741
acucaaaacccuucagugacuu 22

<210> 742

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 742
cuccagagggaaguacuuucu 21

<210> 743

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 743
aagcauucuuucauugguugg 21

<210> 744
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<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 744
uugcucacuguucuucccuag

<210> 745

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 745
cugggagguggauguuuacuuc

<210> 746

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 746
cuccuacauauuagcauuaaca

<210> 747

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 747
gcuacuucacaacaccagggcc

<210> 748

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 748
aauccuuugucccugggugaga

<210> 749

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 749
caacggaaucccaaaagcagcug

<210> 750

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 750
agcagcauuguacagggcuauca

<210> 751

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 751
aucgcugcgguugcgagegeugu

<210> 752

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 752
caaagcgcuucccuuuggagce

<210> 753

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 753
uaaagugcugacagugcagau

<210> 754

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 754
aagcccuuaccccaaaaagcau

<210> 755

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 755

acguuggcucugguggug

<210> 756

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 756
ggcuacaacacaggacccgggc

<210> 757

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 757
ucccugagacccuaacuuguga

<210> 758

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 758
gucccucuccaaaugugucuug

<210> 759

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 759
cuuucagucggauguuugcagc

<210> 760

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 760
ucuacagugcacgugucuccag

<210> 761

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 761

acucggcguggcgucggucgug

<210> 762

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 762
cugggaucuccggggucuugguu
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<210> 763

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 763
caugccuugaguguaggaccgu

<210> 764

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 764
caacaaaucacagucugccaua

<210> 765

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 765
uagguaguuucauguuguuggg

<210> 766

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 766
uuagggcccuggeuccaucucc

<210> 767

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 767
gcugcgcuuggauuucguccce

<210> 768

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 768
agcuacauugucugcuggguuuc

<210> 769

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 769
agguugggaucgguugcaaugcu

<210> 770

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 770
ucugggcaacaaagugagaccu

<210> 771

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 771
cucuagagggaagcacuuucuc

<210> 772
<211> 20
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 772
ugagcccuguccucccgcag 20

<210> 773

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 773
uggauuuuuggaucaggga 19

<210> 774

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 774
uacgucaucguugucaucguca 22

<210> 775

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 775
ugagaccucuggguucugagcu 22

<210> 776

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 776
gaacgccuguucuugccaggugg 23

<210> 777

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 777
cuucuugugcucuaggauugu 21

<210> 778

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 778
uugcagcugccugggagugacuuc 24

<210> 779

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 779
uucuccaaaagaaagcacuuucug 24

<210> 780

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 780
aggcacggugucagcaggc 19

<210> 781

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 781
aaccagcaccccaacuuuggac 22
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<210> 782

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 782
caaagcgcuccccuuuagaggu

<210> 783

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 783
cacccggeugugugcacaugugce

<210> 784

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 784
aacauagaggaaauuccacgu

<210> 785

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 785
ccaauauuggcugugcugcucc

<210> 786

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 786
cugcaaagggaagcccuuuc

<210> 787

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 787
guuugcacgggugggccuugucu

<210> 788

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 788

gugggcegggggcaggugugug

<210> 789

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 789
aguucuucaguggcaagcuuua

<210> 790

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 790
ucggccugaccacccaccccac

<210> 791
<211>21

22

23

21

22

20

23

21

22

22
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<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 791

agggagggacgggggeuguge

<210> 792

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 792
cugggagaggguuguuuacucc

<210> 793

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 793
cgucuuacccagcaguguuugg

<210> 794

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 794
ccgucgcecgcecacccgagecg

<210> 795

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 795

aggugguccguggcgcguucge

<210> 796

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 796

gugucugggcggacagcugce

<210> 797

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 797
gugaaauguuuaggaccacuag

<210> 798

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 798
uuuaacauggggguaccugcug

<210> 799

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 799
aacccguagauccgaucuugug

<210> 800

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 800
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ugagaacugaauuccauggguu

<210> 801

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 801
aauauuauacagucaaccucu

<210> 802

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 802
gaaagugcuuccuuuuagaggc

<210> 803

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 803
aaguucuguuauacacucaggc

<210> 804

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 804
aacauucaacgcugucggugagu

<210> 805

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 805
acagucugcugagguuggagc

<210> 806

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 806
ucccugagacccuuuaaccuguga

<210> 807

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 807
ucagugcaugacagaacuugg

<210> 808

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 808
uucaccaccuucuccacccagc

<210> 809

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 809
uucacaguggcuaaguucugc

<210> 810
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<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 810
ccucuuccccuugucucuccag 22

<210> 811

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 811
aaacaaacauggugcacuucuu 22

<210> 812

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 812
ugagaugaagcacuguagcuc 21

<210> 813

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 813
aacacaccuauucaaggauuca 22

<210> 814

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 814

uggugcggagagggceccacagug 23

<210> 815

<211>17

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 815

ucccuguucgggcgcca 17

<210> 816

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 816
ggagacgcggcccuguuggagu 22

<210> 817

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 817
acucuuucccuguugcacuac 21

<210> 818

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 818
ucacaccugccucgcccece 20

<210> 819

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 819
uuuccggeucgecgugggugugu

<210> 820

<211>19

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 820

gagccaguuggacaggagc

<210> 821

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 821

ugugacugguugaccagagggg

<210> 822

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 822
ccuggaaacacugagguugug

<210> 823

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 823

agggacgggacgeggugcagug

<210> 824

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 824
uacccauugcauaucggaguug

<210> 825

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 825

cucuugagggaagcacuuucugu

<210> 826

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 826
acuggacuuagggucagaaggc

<210> 827

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 827
acggugcuggauguggccuuu

<210> 828

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 828
ugcccuuaaaggugaacccagu
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<210> 829

<211> 25

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 829

aggggugguguugggacagcuccgu

<210> 830

<211>17

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 830
ucauauugcuucuuucu 17

<210> 831

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 831
acgcccuucccccccuucuuca

<210> 832

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 832
ugccugggucucuggecugegegu

<210> 833

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 833
ucacuguucagacaggcgga

<210> 834

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 834
cagugcaauguuaaaagggcau

<210> 835

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 835
uuuugcaauauguuccugaaua

<210> 836

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 836

ucuuggaguaggucauugggugg

<210> 837

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 837
gaauguugcucggugaaccccu

<210> 838
<211> 20
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400> 838
cugcaaagggaagcccuuuc 20

<210> 839

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 839
uccucuucucccuccucccag 21

<210> 840

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 840
cuuccucgucugucugccce 20

<210> 841

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 841
ccucuagauggaagcacugucu 22

<210> 842

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 842

cgggguuuugagggcgagauga 22

<210> 843

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 843
cuacaaagggaagcacuuucuc 22

<210> 844

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 844
aguuaggauuaggucguggaa 21

<210> 845

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 845
uagguuauccguguugccuucg 22

<210> 846

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 846
acugggggceuuucgggecucugegu 24

<210> 847

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 847
uuggccacaauggguuagaac 21
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<210> 848

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 848

uuaaugcuaaucgugauaggggu

<210> 849

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 849

acuggcuagggaaaaugauuggau

<210> 850

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 850
gcceuccgeccgugeaccecg

<210> 851

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 851
acggauguuugagcaugugcua

<210> 852

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 852
cgcauccccuagggcauuggugu

<210> 853

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 853
aagcccuuaccccaaaaaguau

<210> 854

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 854
agggggaaaguucuauagucc

<210> 855

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 855
cucuagagggaagcgcuuucug

<210> 856

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 856
accacugaccguugacuguacc

<210> 857
<211> 23
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<213> Homo sapiens
<400> 857
cccaguguuuagacuaucuguuc

<210> 858

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 858
uucacaguggcuaaguuccgc

<210> 859

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 859
gaaagcgcuucccuuugecugga

<210> 860

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 860
caggauguggucaaguguuguu

<210> 861

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 861
uauugcacuugucccggccugu

<210> 862

<211>24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 862
gcugguuucauauggugguuuaga

<210> 863

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 863
ucucccaacccuuguaccagug

<210> 864

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 864
ucaagagcaauaacgaaaaaugu

<210> 865

<211> 25

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 865

agggaucgegggeggguggeggecu
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Reivindicaciones

1.

10.

Un método para diagnosticar cancer de pulmon, que comprende las etapas

(a) determinar un perfil de expresion de un conjunto predeterminado de los miARN en una muestra bioldgica
de un paciente; y

(b) comparar dicho perfil de expresion con un perfil de expresion de referencia,

en donde la comparacion de dicho perfil de expresion determinado con dicho perfil de expresion de referencia

permite el diagnostico de cancer de pulmon, y

en donde dicha muestra biolégica es una muestra de células sanguineas de eritrocitos periféricos, leucocitos y

trombocitos

El método de la reivindicacion 1, en donde en la etapa (a) se determina la expresion de miARN a partir del ARN
total extraido de las células sanguineas de una muestra de sangre periférica.

El método de las reivindicaciones 1 o0 2,
en donde el diagnostico comprende determinar el tipo, el grado y/o la etapa del cancer.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

en donde el diagnostico comprende determinar la tasa de supervivencia, la capacidad de respuesta a los
farmacos, y/o monitorear el curso de la enfermedad o la terapia, por ejemplo la quimioterapia, estadio de la
enfermedad, medir la respuesta de un paciente a la intervencion terapéutica, la segmentacion de los pacientes
que padecen la enfermedad, identificar un paciente que tiene un riesgo de desarrollar la enfermedad,
predecir/estimar la ocurrencia, preferentemente la gravedad de la ocurrencia de la enfermedad, prediciendo la
respuesta de un paciente con la enfermedad a la intervencion terapéutica.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4,

en donde el cancer de pulmén se selecciona del grupo que consiste en carcinoma de pulmon, carcinoide,
mesotelioma pleural de pulmén y carcinoma de células escamosas de pulmon, particularmente carcinoma de
pulmon de células no pequefias.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
en donde dicho conjunto predeterminado de miARN comprende uno o mas miARN conocidos que se expresan
diferencialmente en el estado de enfermedad a diagnosticar.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,

en donde la determinacién de un perfil de expresién en la etapa (a) comprende la hibridacion de acido nucleico,
amplificacién de acido nucleico, extension de polimerasa, secuenciacion, espectroscopia de masas o cualquiera
de sus combinaciones, en donde la hibridacion de acido nucleico se realiza particularmente usando un biochip de
acido nucleico en fase solida, particularmente una micromatriz, un ensayo basado en perlas, o hibridacion in situ
o en donde el método de amplificacion de acido nucleico es PCR en tiempo real (RT-PCR).

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7,

En donde dicho conjunto predeterminado de los miARN comprende uno o mas acidos nucleicos seleccionados
del grupo que consiste en (a) o en donde dicho conjunto predeterminado de los miARN comprende uno o mas
acidos nucleicos seleccionados del grupo que consiste en (b) hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-
7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-
miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p,
hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283, hsa-miR-18a*, hsa-miR-26b, hsa-miR-604, hsa-miR-423-3p and hsa-miR-93*, or
wherein said predetermined set of miRNAs comprises one or more nucleic acids selected from the group
consisting of (b) hsa-miR-361-5p, hsa-miR-23b, hsa-miR-126, hsa-miR-527, hsa-miR-29a, hsa-let-7i, hsa-miR-
19a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-185*, hsa-miR-23a, hsa-miR-1914*, hsa-miR-29¢, hsa-miR-505*, hsa-let-7d, hsa-
miR-378, hsa-miR-29b, hsa-miR-604, hsa-miR-29b, hsa-let-7b, hsa-miR-299-3p, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-18a*,
hsa-miR-1909, hsa-let-7c, hsa-miR-15a, hsa-miR-425, hsa-miR-93*, hsa-miR-665, hsa-miR-30e, hsa-miR-339-
3p, hsa-miR-1307, hsa-miR-625*, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-130b, hsa-miR-17*, hsa-miR-574-5p y hsa-miR-
324-3p.

El método de la reivindicacion 8,
en donde dicho conjunto predeterminado de los miARN incluye al menos 7, preferentemente al menos 10, 15, 20
0 24, particularmente los primeros mencionados y con preferencia superlativa todos los miARN indicados.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-9,

en donde dicho conjunto predeterminado de los miARN incluye al menos los miARN hsa-miR-126, hsa-miR-361-
5p, hsa-miR-23b, hsa-miR-527, hsa-miR-29a, hsa-let-7i, hsa-miR-19a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-185*, y hsa-miR-
23a, o en donde dicho conjunto predeterminado de los miARN incluye al menos los miARN hsa-miR-361-5p, hsa-
miR-23b, hsa-miR-126, hsa-miR-527, hsa-miR-29a, hsa-let-7i, hsa-miR-19a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-185%, hsa-
miR-23a, hsa-miR-1914*, hsa-miR-505*, hsa-miR-29c, hsa-let-7d, hsa-miR-378, y hsa-miR-604, o en donde
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dicho conjunto predeterminado de los miARN comprende los acidos nucleicos hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p,
hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p,
hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-
3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283, hsa-miR-18a* y hsa-miR-26b.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10,
en donde el conjunto predeterminado de los miARN comprende al menos 7, 10, 15 o 20, preferentemente todos
los miARN indicados, particularmente al menos 1, 7,10,15,20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 de los miARN
seleccionados de los miARN de la Figura 11A y/o al menos una molécula de miARN o la firma de las moléculas
de miARN mostradas en la Figura 11B o la Figura 17.

El uso de un estuche de conformidad con el método de las reivindicaciones 1-11 para diagnosticar el cancer de

pulmén, el estuche que comprende

(a) medios para determinar un perfil de expresion de un conjunto predeterminado de los miARN en una
muestra biolégica de un paciente, y

(b) perfil de expresion de referencia de dicho conjunto predeterminado de los miARN en una muestra
biolégica de un sujeto sano,

en donde la muestra biolégica es una muestra de células sanguineas de eritrocitos periféricos, leucocitos y

trombocitos.

El uso de la reivindicacién 12, en donde el estuche comprende los medios para determinar uno o mas miARN
seleccionados del grupo que consiste en (a) hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22,
hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-
195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p,
hsa-miR-1283, hsa-miR-18a*, hsa-miR-26b, hsa-miR-604, hsa-miR-423-3p and hsa-miR-93* or comprises means
for determining one or more miRNAs selected from the group consisting of (b) hsa-miR-361-5p, hsa-miR-23b,
hsa-miR-126, hsa-miR-527, hsa-miR-29a, hsa-let-7i, hsa-miR-19a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-185*, hsa-miR-23a,
hsa-miR-1914*, hsa-miR-29c, hsa-miR-505*, hsa-let-7d, hsa-miR-378, hsa-miR-29b, hsa-miR-604, hsa-miR-29b,
hsa-let-7b, hsa-miR-299-3p, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-18a*, hsa-miR-1909, hsa-let-7c, hsa-miR-15a, hsa-miR-
425, hsa-miR-93*, hsa-miR-665, hsa-miR-30e, hsa-miR-339-3p, hsa-miR-1307, hsa-miR-625*, hsa-miR-193a-5p,
hsa-miR-130b, hsa-miR-17*, hsa-miR-574-5p hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22,
hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-
195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-let-7f, hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p,
hsa-miR-1283, hsa-miR-18a*, hsa-miR-26b, hsa-miR-604, hsa-miR-423-3p and hsa-miR-93* o comprende los
medios para determinar uno o mas miARN seleccionados del grupo que consiste en (b) hsa-miR-361-5p, hsa-
miR-23b, hsa-miR-126, hsa-miR-527, hsa-miR-29a, hsa-let-7i, hsa-miR-19a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-185%, hsa-
miR-23a, hsa-miR-1914*, hsa-miR-29c, hsa-miR-505*, hsa-let-7d, hsa-miR-378, hsa-miR-29b, hsa-miR-604, hsa-
miR-29b, hsa-let-7b, hsa-miR-299-3p, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-18a*, hsa-miR-1909, hsa-let-7c, hsa-miR-15a,
hsa-miR-425, hsa-miR-93*, hsa-miR-665, hsa-miR-30e, hsa-miR-339-3p, hsa-miR-1307, hsa-miR-625%, hsa-miR-
193a-5p, hsa-miR-130b, hsa-miR-17*, hsa-miR-574-5p y hsa-miR-324-3p.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones 12-13, en donde el estuche comprende los medios para determinar
los miIARN hsa-miR-126, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7i, hsa-let-7d, hsa-miR-22, hsa-miR-15a, hsa-miR-98, hsa-
miR-19a, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-20b, hsa-miR-25, hsa-miR-195, hsa-let-7e, hsa-let-7c, hsa-
let-7f, hsa-let-7a, hsa-let-7g, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-339-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-1283, hsa-miR-18a* y
hsa-miR-26b.

El uso de un conjunto de oligoelementos o polinucledtidos para diagnosticar el cancer de pulmén en donde el

conjunto de oligoelementos o polinucledtidos comprende las secuencias de un conjunto de los miARN segun se
define en cualquiera de las reivindicaciones 8-14 y/o sus complementos.
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Figura 13A
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