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DESCRIPCION
Uso de una molécula de MIR172 para reducir la inflamacion

Se describe el uso de una molécula de miR172 derivada de plantas o su equivalente sintético, seleccionada entre
miR172a o miR172b, para reducir procesos inflamatorios en el organismo, un procedimiento para reducir la
proliferacién de linfocitos B y T, asi como un procedimiento para reducir el nivel de proteina FAN (factor asociado
con la activacion de esfingomielinasa neutra). El objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento
terapéutico novedoso basado en moléculas de miARN, que a través de la interaccién con el ARNm que codifica la
proteina FAN, regule negativamente su expresién y reduzca la respuesta inflamatoria del organismo.

Los microARN (miARN) son una clase de ARN reguladores monocatenarios que estan ampliamente conservados de
forma evolutiva entre muchas especies conocidas [1-3]. Estas moléculas cortas (18-24 nt) no codificantes median la
regulacion de la expresién génica postranscripcional promoviendo la escision o inhibiendo la traduccién del ARNm
diana [4-6]. Como formas de secuencia madura, los miARN se generan en un proceso de miltiples etapas que
comienza con la transcripcion del gen de miARN dando un transcrito primario largo con muchas unidades de tallo-
bucle (pri-miARN). El pri-miARN se procesa posteriormente dando el precursor de horquilla (pre-miARN) y se
escinde para generar el ddplex miARN:miARN* con dos alerones de nucleétidos en el extremo 3'. Como se ha
descrito, las etapas individuales del procesamiento de precursores de miARN son ligeramente diferentes en
organismos animales y vegetales [7-10]; sin embargo, la etapa final del proceso de maduraciéon de miARN es similar
en ambos casos. A saber, una de las cadenas del diplex (cadena *) esta habitualmente degradada; mientras que la
segunda cadena se carga en el multicomplejo RISC (complejo de silenciamiento inducido por ARN), que se une al
transcrito de ARNm especifico [9-13]. Mediante esta hibridacién, los miARN regulan negativamente la expresion de
genes diana controlando asi el desarrollo, la apoptosis, la proliferacion, la diferenciacion celular y otras funciones
importantes en los organismos vivos [9, 14, 15]. En los seres humanos, diversos informes han asociado los perfiles
de expresion de miARN especificos con determinadas estadios fisioldgicos y patoldgicos, tumorigénesis o incluso la
respuesta del paciente al tratamiento. Asi, en medicina, los miARN se han convertido en nuevos biomarcadores de
diagnéstico y pronéstico [16, 17] y se han incorporado en algunas terapias novedosas para el tratamiento de
diversos trastornos humanos [18, 19]. En el contexto médico, los miARN también son bien conocidos por su
implicacion en la regulacion de la respuesta inmunitaria del organismo, la inmunidad o la inflamacion. El efecto de
los miARN en estos procesos se relaciona, entre otros, con: (1) las vias de sefializacion de interferdn y citoquinas,
(2) la regulacion del desarrollo y la diferenciacion de linfocitos B y T, macréfagos, monocitos, células NK vy
granulocitos o (3) la activacion de algunas de estas células, que forman parte del sistema inmunitario innato y
adaptativo [20-23]. Los linfocitos T y B mencionados anteriormente y factores tales como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) desempefian un papel importante, de hecho, critico, en una serie de enfermedades
autoinmunitarias, por ejemplo, artritis reumatoide, psoriasis, aterosclerosis, enfermedad de Crohn y esclerosis
multiple [24-31]. En la actualidad, existen varios procedimientos conocidos de tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias, tales como la terapia anti-TNF-a; no obstante, debido a sus efectos adversos significativos
(incluido el aumento de la susceptibilidad a infecciones), se estan realizando investigaciones adicionales para
descubrir terapias novedosas que permitan reducir o incluso evitar estos efectos negativos [32, 33]. Una de estas
dianas terapéuticas recientemente propuestas para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias es la proteina
FAN (factor asociado con la activacion de la esfingomielinasa neutra) codificada por el gen NSMAF [34]. La FAN es
una molécula adaptadora que, por medio de su interaccion con el dominio NSD del receptor de TNF-R1, modula la
expresion de genes inducida por el TNF-a; es decir, genes que codifican proteinas inflamatorias, tales como la
interleucina 6 (IL-6) y quimiocinas, por ejemplo, CCL5, CCL9, CCL20 y CXCL-2 [34-36]. Una investigacién realizada
en ratones mostro que en individuos FAN" la expresion inducida por TNF-a de las moléculas proinflamatorias
mencionadas anteriormente se alter6 selectivamente. Esto produjo como consecuencia una alteracion de la
poblacion de leucocitos en érganos linfoides secundarios, como se observé por medio de la reduccién del nimero de
macréfagos, neutrdfilos, células dendriticas y células linfoides en el bazo [34, 36].

Aparte de todos los tratamientos farmacoldgicos, también hay muchos procedimientos conocidos domésticamente
para gestionar la inflamacién y las respuestas inmunitarias [37-39]. Uno de los procedimientos mas eficaces y
antiguos es el uso del repollo (Brassica oleracea var. capitata), y mas exactamente aplicando compresas de hojas
de repollo o bebiendo el jugo de repollo. Debido a sus propiedades especificas, el repollo se ha utilizado en medicina
natural principalmente para el dolor reumatico, la inflamacion de venas y vasos linfaticos, hematomas, esguinces,
mastitis o problemas gastrointestinales. No obstante, su "espectro” de uso es mucho mas amplio y abarca el
tratamiento de enfermedades tanto internas como externas [40-42]. Tal como sugiere la investigacion mas reciente,
el efecto de las plantas consumidas en el organismo humano puede atribuirse no solo a los minerales, antioxidantes,
vitaminas o polipéptidos que contienen, sino también a la presencia de pequefias moléculas de ARN: los miARN. El
estudio de Zhang et al. proporcioné evidencias no solo de que los miARN derivados de alimentos son abundantes en
el suero humano, sino también de que pueden regular negativamente la expresion de genes especificos en
mamiferos. Por ejemplo, el MIR168a inhibe la expresion de la proteina adaptadora del receptor de lipoproteina de
baja densidad 1 (LDLRAP1) en el higado y, por lo tanto, altera la homeostasis en plasma de LDL [43]. Los miARN
derivados de plantas también se identificaron por Wang et al., que demostraron que las moléculas de miARN
constituyen una fraccion significativa de ARNp en plasma humano [44]. Estos informes recientes sobre la regulacion
de forma cruzada entre reinos por miARN de plantas abren una nueva puerta para la medicina natural y el
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tratamiento de muchas enfermedades conocidas.

En la solicitud de patente CN102887948 (publ. 23/01/2013) se describe una medicina polipeptidica antibacteriana y
de inmunorregulacién. La invencion pertenece a la biotecnologia, y se refiere a una medicina de péptido mimético de
apoE antibacteriana y de inmunorregulacion. El péptido mimético de apoE ApoE23 tiene una estructura
representada por la secuencia 1. Los ensayos in vivo e in vitro demuestran que el péptido mimético de apoE puede
reducir la expresion de TNF-alfa, IL-6 e IL-10 inducida por LPS en células THP-1 y células mononucleares de sangre
periférica humana, obviamente reduce la tasa de mortalidad en ratones con septicopemia, reduce las
concentraciones de TNF-q, IL-6 y LPS en el plasma sanguineo de los ratones con septicopemia, alivia la inflamacion
en los pulmones, el higado, el intestino delgado y el bazo de los ratones con septicopemia, y pueden destruir
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii resistente a todos los farmacos vy
Staphylococcus aureus. El péptido mimético de apoE se puede utilizar para preparar medicinas polipeptidicas
resistentes a bacilos gram-negativos y resistentes a bacilos gram-negativos resistentes a todos los farmacos y
medicinas polipeptidicas de inmunorregulacion y medicinas anti-septicopiohemia.

La solicitud de patente WO2012153854 (publ. 15/11/2012) proporciona y se describen medios novedosos para
modular la expresién de los genes de citocinas-quimiocinas asociados con la inflamacién y la infeccion.
Especificamente, la invencién proporciona un nucleétido antisentido que comprende la secuencia complementaria a
la 3'UTR del gen CCL2, CCL20, CX3CL1, IL-23A, CD69, NF-kB p65, TNF-a Fam89a, Grk5, Phosopholipid
Scramblase 1, Runx1, Semafhorin 4A, Steap4, lymphotoxin § Psmb10 o TLR2 inducido por IL-1B y que es capaz de
modular la expresion del gen; oligonucleétido sentido que contiene la secuencia complementaria al producto de
transcripcion antisentido endégeno que contiene la secuencia complementaria a la 3'UTR del gen y que es capaz de
modular la expresion del gen; y un agente que previene y/o trata la enfermedad o infeccién inflamatoria y contiene el
nucleétido sentido o antisentido.

En la solicitud de patente AU2012201409 (publ. 29-03-2012) se proporciona ARN de interferencia para la inhibicion
del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) silenciando la expresion del ARNm del receptor | de TNF (TNFRI) del
receptor de superficie celular de TNF-a o silenciando la expresién de ARNm de la enzima convertidora de TNF-a 5
(TACE/ADAM17). El silenciamiento de estas dianas de TNF-a, en particular, es Util para tratar pacientes que tienen
una afeccion relacionada con TNF-a o el riesgo de desarrollar una afeccién relacionada con TNF-a tal como las
afecciones oculares ojo seco, conjuntivitis alérgica o inflamacién ocular, o tal como dermatitis, rinitis o asma, por
ejemplo.

La solicitud de patente WO2012115469 (publ. 30/08/2012) se refiere a una composicion alimenticia funcional
antiinflamatoria para administraciéon oral, y mas en particular, a un procedimiento para extraer, de granos vy frutas,
ingredientes activos que sean eficaces para prevenir la inflamaciéon y mejorar los sintomas, y a una composicion
alimenticia funcional antiinflamatoria que comprende los extractos para administracién oral. Con este fin, la
composicién alimenticia funcional antiinflamatoria para administraciéon oral segun la invencién se prepara mediante la
obtencion de extractos de Morus alba L. (morera), frijoles negros (Phaseolus vulgaris) y cebollas, y el mezclado de
dichos extractos en una proporcion apropiada. La composicion alimenticia funcional asi preparada se puede utilizar
€COmMo una composicion para analgésicos antiinflamatorios, y tiene los efectos de prevenir y aliviar los sintomas de la
artritis, dado que muestra, en un rango de capacidad apropiado, efectos antioxidantes de gran nivel, efectos de alivio
del edema inflamatorio, efectos inhibidores de la inflamacién aguda y la inflamacion cronica, efectos de inhibicion de
la expresion de lipoxigenasa, ciclooxigenasa-2, 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y colagenasa de tipo |, que son
enzimas proinflamatorias, y efectos de inhibicién de la produccion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1-beta (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6) y prostaglandinas, que son factores proinflamatorios.

En una solicitud de patente KR101090177 (publ. 06/12/2011) se proporciona un aptamero de ARN antagonista de
IL-32 para suprimir la expresién de TNF-a y para desarrollar un agente terapéutico para enfermedades inflamatorias.
Un aptamero de ARN tiene una secuencia de la secuencia nimero 7 y se une a IL-32 como antagonista. El
aptamero de ARN bloquea la funcién de IL-32 intrinseca. El aptdmero de ARN tiene una alta afinidad por IL-32. El
aptamero de ARN se aplica para desarrollar un agente terapéutico para tratar una inflamacioén cronica tal como la
artritis reumatica.

La solicitud de patente JP2003267880 (publ. 25-09-2003) describe una composicidon para antialérgicos vy
antiinflamatorios, que tiene una estabilidad y un coste excelentes y es segura. El inhibidor de la produccion de
interleucina-4 comprende extracto de Brassica oleracea acephala y/o Brassica orelacea acephala. La composicion
para antialérgicos y la composicion para antiinflamatorios comprenden el inhibidor de la produccién de interleucina-4
y tienen un excelente efecto sobre alergias tales como rinitis alérgica, polinosis, etc. Estas composiciones se
administran por via oral o se usan como preparaciones para el cuidado de la piel.

La solicitud de patente WO03070897 (publ. 28/08/2003) se refiere a procedimientos y reactivos Utiles en la
modulacion de la expresion de genes de la superfamilia de TNF y de la superfamilia de receptores de TNF en una
diversidad de aplicaciones, incluido su uso en aplicaciones terapéuticas, de diagnéstico, de validacién de dianas y
de descubrimiento gendmico. Especificamente, la invencion se refiere a moléculas pequefias de &cido nucleico,
tales como &cido nucleico de interferencia corto (ANic), ARN de interferencia corto (ARNic), ARN bicatenario
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(ARNbc), micro-ARN (miARN) y ARN de horquilla corta (ARNhc) moléculas capaces de mediar ARN de interferencia
(ARNi) frente a la expresién y/o actividad de los genes de la superfamilia de TNF y la superfamilia de receptores de
TNF. Las moléculas pequefias de &cido nucleico son Utiles en el tratamiento de choque séptico, artritis reumatoide,
VIH y SIDA, psoriasis, trastornos inflamatorios o autoinmunitarios y cualquier otra enfermedad o afeccion que
responda a la modulacién de la expresion o actividad de TNF y/o el receptor de TNF.

En la solicitud de patente US2008279862 (publ. 13/11/2008) se describen procedimientos para tratar una afeccion
inflamatoria o inmunitaria. La invencion se refiere a procedimientos para tratar una afeccion inflamatoria o
inmunitaria con inhibidores de IL-1 y un inhibidor de la activacién de células B o células T. Se describen
procedimientos para tratar una afeccién inflamatoria o inmunitaria con inhibidores de TNF y un inhibidor de la
activacioén de células B o células T.

En la solicitud de patente US2012301484 (publ. 29/11/2012) se describen proteinas reguladoras de células T
novedosas y usos de las mismas. Una proteina, denominada PD-L3, se parece a los miembros de la familia de PD-
L1 y coestimula con aCD3 la proliferacion de células T in vitro. Una segunda proteina, similar a la de TNF, también
se ha identificado que se regula al alza mediante la estimulacion con aCD3/aGITR. Esta proteina ha sido designada
Tred-sTNF. Se describen proteinas, anticuerpos, células T activadas y procedimientos para utilizar los mismos. En
particular, se describen procedimientos de uso de estas proteinas y compuestos, preferentemente anticuerpos, que
se unen o modulan (agonizan o antagonizan) la actividad de estas proteinas, tales como moduladores inmunitarios y
para el tratamiento del cancer, enfermedades autoinmunitarias, alergias, infecciones y afecciones inflamatorias, por
ejemplo, esclerosis multiple.

La solicitud de patente DE4006768 (publ. 05/09/1991) se relaciona con el agente antirreumatico (I) obtenido del jugo
de hojas de repollo, que también contiene aceite de oliva para dar a la mezcla la consistencia adecuada.
Preferentemente, se encuentra en forma de un ungiento, que contiene (ademas del aceite de oliva) un emulsionante
y un conservante. Una proporcion preferida: el 10-80 % en peso de extracto de hoja/jugo y el 10-80 % en peso de
aceite de oliva; de forma ideal, el unglento contiene un total del 5-80 (10-40) % en peso de aceite de oliva y
emulsionante. Preferentemente, el aceite de oliva esta prensado en frio. El agente antirreumatico (l) alivia la
inflamacion y el dolor asociado con reumatismo. También se puede utilizar en casos de lumbago, migrafia, cefalea,
inflamacién del tendon, dislocacion e hinchazén. Si es necesario, el ungliento puede envolverse en pafuelos y
usarse durante la noche como una compresa.

En la solicitud de patente PL397846 (publ. 18/07/2003) se describe un procedimiento para tratar enfermedades
relacionadas con TNF-a, que comprende la administracion de inhibidores de TNF-a, incluidos anticuerpos contra
TNF-a.

El objetivo de la presente invenciéon es proporcionar un procedimiento novedoso para tratar diversos tipos de
trastornos y afecciones, que reduzca la respuesta inflamatoria del organismo mediante el uso de una molécula
miR172 derivada de plantas o su equivalente sintético. En la presente invencién, las moléculas miR172 derivadas de
plantas estan representadas, respectivamente, por moléculas bol-miR172a o bol-miR172b derivadas de Brassica
oleracea var. capitata (repollo). Informes anteriores sobre el uso del repollo en el tratamiento de diversas
enfermedades y afecciones no asociaron sus propiedades medicinales con la presencia de moléculas de miARN.
Para los fines de la presente invencién, se llevo a cabo el analisis bioinformatico de los resultados obtenidos por
secuenciacion de alto rendimiento de ARNp de Brassica oleracea, que confirmé la presencia y determind la cantidad
relativa de moléculas de miARN en hojas de repollo maduras. En la siguiente etapa de realizacion de la invencion,
se llevo a cabo la prediccién de genes diana humanos para los miARN de repollo identificados.

La prediccion bioinformatica de genes diana para miARN de B. oleracea mencionada anteriormente revel6 que las
moléculas bol-miR172a y bol-miR172b, presentes en cantidades considerables en hojas de repollo, pueden
interactuar con ARNm que codifica la proteina FAN vy, por lo tanto, regular negativamente su expresién. La proteina
FAN media respuestas inflamatorias mediante interaccion con el receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNF-R1)
y, por este motivo, se convierte en una diana terapéutica potencial novedosa en el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias [34, 36]. Las mediciones de la cantidad de proteina FAN, llevadas a cabo para los fines de la
presente invencion, realizadas en PBMC (células mononucleares de sangre periférica) con el uso del ensayo ELISA
confirmaron que la presencia de bol-miR172a o bol-miR172b reduce el nivel de proteina FAN. Ademas, un ensayo in
vitro que evalud la funcion de linfocitos T y B bajo la estimulacién de mitdgenos especificos reveld que la abundancia
de las moléculas de miARN mencionadas anteriormente (en una concentracion apropiada) reduce la proliferacion de
linfocitos T y B. La evaluacion fenotipica de PBMC, también realizada para fines de la presente invencion, mostrd
adicionalmente que la presencia de bol-miR172a, asi como la presencia simultanea de bol-miR172a y mitégeno
especifico, altera ligeramente la fraccion de células CD25+ en la poblacion de linfocitos CD3+.

A pesar de la técnica anterior existente y el conocimiento relacionado con los miARN, las investigaciones realizadas
hasta la fecha no proporcionan pruebas que respalden la influencia de las moléculas de miARN de plantas en la
regulacién de procesos inflamatorios en el organismo humano ni proporcionan procedimientos para utilizar dichas
moléculas con fines terapéuticos.
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La realizacion del objetivo asi especificado, asi como la presentacién de pruebas de que moléculas de miARN
especificas son responsables de determinadas propiedades médicas de algunas plantas, se han logrado en la
presente invencion.

El objeto de la invencién es la molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético, seleccionada entre
miR172a o miR172b, en la que miR172a esta representada por la secuencia SEQ ID NO: 1 y miR172b por la
secuencia SEQ ID NO: 2, y en la que dicha molécula tiene al menos 6 de los 7 nucleétidos presentes en la region
"semilla" representada por la secuencia GAAUCUU y tiene al menos un 75 % de similitud de secuencia con la SEQ
ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, para su uso en la reduccion de la respuesta inflamatoria o para prevenir un aumento en
la respuesta inflamatoria del organismo.

Preferentemente, la molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético es para reducir la
proliferacién de los linfocitos T y B.

Preferentemente, la molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético es para reducir el nivel de
proteina FAN (factor asociado con la activacién de la esfingomielinasa neutra).

Preferentemente, la molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético interactda con el ARNm que
codifica la proteina FAN regulando negativamente su expresion y, por lo tanto, reduciendo la proliferaciéon de los
linfocitos T y B.

Preferentemente, la molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético interactia con el ARNm que
codifica la proteina FAN regulando negativamente su expresién vy, por lo tanto, reduciendo el nivel de la proteina
FAN.

Preferentemente, la expresion de la proteina FAN se regula negativamente y el nivel de la proteina FAN se reduce.

Preferentemente, la molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético tiene 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15,16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 0 28 nucledtidos de longitud.

Preferentemente, la molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético tiene metilacién 2'- o0 3'-O de
la ribosa del ultimo nucleétido en el extremo 3.

Preferentemente, la respuesta inflamatoria del organismo disminuye al reducir la proliferacién de linfocitos T y B.
Preferentemente, la respuesta inflamatoria del organismo disminuye al reducir el nivel de proteina FAN.
Las figuras adjuntas permiten una mejor comprensién de la esencia de la presente invencion.

Figura 1 El sitio de unién del ARNm que codifica la proteina FAN (marcada como "Ref" (Referencia)) predicho para
la molécula bol-miR172a (marcada como "Query" (Consulta)). En el alineamiento "|" se refiere a una
complementariedad perfecta entre bases, "-" representa un hueco, mientras que ":" representa un par oscilante G:U.
La puntuacién calculada para el alineamiento presentado es 177, mientras que la energia libre minima de la
estructura (MFE) era de -24,16 kcal/mol.

Figura 2 Resultados de las mediciones de la concentracion de proteina FAN (ng/ml) en funcién de la molécula bol-
miR172a (presencia en 3 concentraciones diferentes). El ensayo ELISA in vitro se realizé en MNC de sangre
periférica humana. Los resultados presentados son valores medios (ng/ml) calculados a partir de dos repeticiones.

Figura 3 Resultados del ensayo in vitro para la funcién de los linfocitos T y B humanos, en el que la figura 3a
muestra la influencia de la molécula bol-miR172a (presente en 3 concentraciones diferentes) sobre la proliferacion
de linfocitos T estimulada mediante fitohemaglutinina (PHA), la figura 3b muestra la influencia de bol-miR172a
(presente en 3 concentraciones diferentes) sobre la proliferacién de linfocitos B estimulada mediante Staphylococcus
aureus (cepa de Cowan, SAC), la figura 3c muestra la influencia de bol-miR172a (presente en 3 concentraciones
diferentes) sobre la proliferacion de linfocitos T estimulada mediante anticuerpos anti-CD3 (OKT3) y la figura 3d
muestra la influencia de bol-miR172a (presente en 3 concentraciones diferentes) sobre la proliferacion de linfocitos B
en caso de su autoestimulacion. Los resultados presentados son valores cpm medios calculados a partir de tres
repeticiones.

Figura 4 Resultados de la evaluacion fenotipica de PBMC humanas utilizando citometria de flujo, en la que la figura
4a muestra los resultados de la evaluacion fenotipica de PMNC incubadas con miARN y miARN + mitégeno de PHA
durante 3 horas, la figura 4b muestra los resultados de la evaluacién fenotipica de PMNC incubadas con miARN y
miARN + mitégeno de PHA durante 6 horas, y la figura 4c muestra los resultados de la evaluacion fenotipica de
PMNC incubadas con miARN y miARN + mitdgeno de PHA durante 24 horas. Los resultados presentados
constituyen la fraccion (%) de células CD25+ en la poblacion de linfocitos CD3+, los valores medios se calculan a
partir de tres repeticiones.
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A continuacion en el presente documento se muestran modos ejemplares de llevar a cabo la invencion definida
anteriormente.

EJEMPLOS
MATERIAL Y METODOS
Ejemplo 1

Identificacion de secuenciacion de alto rendimiento de moléculas de miARN de hojas de Brassica oleracea
maduras

Usando el procedimiento de Trizol modificado tal como se describe por Szarzynska et al. [45], se aisl6 ARN total
enriquecido con ARNp de hojas de repollo maduras (Brassica oleracea var. capitata, cultivar Balbro) en tres réplicas
biolégicas independientes. La secuenciacién de proxima generacién (NGS) se realiz6 utilizando la tecnologia
lllumina HiSeq segun el protocolo del fabricante. Las lecturas de secuenciacion se generaron a partir de tres
bibliotecas de ARN pequeio construidas. Cada conjunto de datos de ARNp sin procesar se analizd
bioinformaticamente para limpiar, eliminar etiquetas innecesarias e identificar secuencias que representan miARN
conservados y novedosos. Las cantidades relativas de moléculas de miARN de repollo descubiertas se estimaron
sobre la base de valores medios, calculados a partir del nimero normalizado de etiquetas de miARN en las tres
bibliotecas [46]. Los datos obtenidos a partir de la secuenciacion de ARN pequefios se han depositado en el
repositorio del 6mnibus de expresion génica de NCBI con el nimero de acceso GSE45578.

Ejemplo 2
Prediccion de genes diana humanos putativos para miARN de Brassica oleracea

Las secuencias de los miARN de repollo conservados y novedosos identificados se utilizaron para predecir sus
potenciales genes diana humanos. Las secuencias 3'UTR, 5'UTR y CDS de Homo sapiens, que se descargaron del
sio de UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/) y la base de datos NCBI CCDS
(www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi) [47], respectivamente, sirvieron como conjunto de datos de genes
diana de referencia. La prediccion de las dianas bioinformatica se realiz6 utilizando el procedimiento miRanda
(www.microrna.org/microrna/getDownloads.do). El procedimiento de buadsqueda miRanda examina la
complementariedad de secuencias, la conservacion entre especies y la estabilidad termodinamica del duplex
miARN:ARNm [48]. Los parametros de prediccion fueron los siguientes: (1) Se permitié el emparejamiento de bases
G:U pero se le asignd una puntuacion inferior (puntuacién +2) que a los pares de bases candnicas (puntuacion +5),
(2) las alineaciones con huecos y pares de bases no candnicas en la region "semilla" (2-8 nt en el extremo 5' de la
molécula) se descartaron y (3) se seleccionaron alineamientos con puntuaciones superiores a 130 y una energia
libre minima (MFE) de la estructura inferior a -17 kcal/mol. La lista generada de genes diana humanos putativos se
clasifico por medio de la puntuacion de alineamiento mas elevada y la MFE de la estructura mas reducida. Para
designar procesos potenciales que involucren las secuencias de ARNm predichas y para sugerir una probable
influencia de miARN de repollo en el organismo humano, las dianas seleccionadas se mapearon sobre la base de
datos UniProt (www.uniprot.org) y se anotaron utilizando el programa informatico Blast2GO
(http://www.blast2go.com/b2ghome) [49]. El conjunto de datos obtenido se analizé manualmente y, se seleccion6 el
gen diana humano mas interesante, para la invencion, para bol-miR172 de repollo, a saber, el ARNm que codifica la
proteina FAN representada por la secuencia SEQ ID NO: 3.

Ejemplo 3
Medicion de la cantidad de proteina FAN utilizando un ensayo ELISA

Se aislaron células mononucleares (MNC) de sangre periférica de donantes sanos mediante centrifugacién por
gradiente de densidad durante 12 min (2500 rpm, temperatura ambiente) utilizando Ficoll-Histopaque (1077 g/l). Las
MNC aisladas se lavaron dos veces con una solucién de NaCl al 0,9 % (1800 rpm, 10 min) y se cultivaron en medio
Parker suplementado con L-glutamina (2 mM), 3-B-mercaptoetanol, HEPES (0,23 %), suero de ternera fetal (FCS,
10 %) y gentamicina (0,1 mg/ml). Se afnadié a los cultivos el volumen apropiado de miARN para producir
concentraciones de 15 pM, 30 pM y 60 pM. Se utilizd6 LPS en una concentracion de 1 pg/ml (Sigma-Aldrich) para
estimular las células. Después de la adicion de LPS, las células se incubaron a 37 °C, en atmésfera humidificada de
COz2 al 5 % durante 72 h. A continuacién, se recogieron las células, se centrifugaron (1800 rpm, 10 min) y se lavaron
dos veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Las células centrifugadas se volvieron a suspender en
200 ul de PBS y se congelaron a -20 °C. Segun el protocolo del fabricante del kit de ELISA (Cloud-Clone Corp.), las
células se congelaron y se descongelaron tres veces antes del marcado de la proteina FAN. El nivel de proteina
FAN se determind en el sobrenadante recogido utilizando el lector de placas LEDETECT96 a una longitud de onda
de 450 nm.
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Ejemplo 4
Ensayo de proliferacion in vitro para determinar la funcion de linfocitos
Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC):

Se aislaron células mononucleares (MNC) de sangre periférica de donantes sanos mediante centrifugacién por
gradiente utilizando Gradisol (Ficoll) (1077 g/l). A continuacién, se realiz6 un recuento de las mismas en una camara
Burker utilizando solucidon de Tirk. Las MNC aisladas se diluyeron a una concentracion de 1 x 10® células/ml en
medio de cultivo. Las lineas celulares se cultivaron en medio Parker suplementado con L-glutamina (2 mM), 3-8-
mercaptoetanol, HEPES (0,23 %), suero de ternera fetal (FCS, 10 %) y gentamicina (0,1 mg/ml).

Ensayo de proliferacion:

Los cultivos de linfocitos se sembraron en una placa de 96 pocillos a 1 x 105 células/pocillo y se estimularon por
medio de mitdgenos especificos: anticuerpos monoclonales anti-CD3 (OKT3, 1 pg/ml), fitohemaglutinina (PHA, 20
pg/ml, Sigma-Aldrich) y suspension de la cepa de Cowan de Staphylococcus aureus (SAC, 0,004 %). Se afnadié a
cada pocillo el volumen apropiado de miARN para producir concentraciones de 15 pM, 30 pM y 60 pM. Los cultivos
de control contenian el volumen equivalente de medio de cultivo solamente. Los cultivos preparados se incubaron a
37 °C, en atmosfera humidificada de CO2 al 5 % durante 72 h. Después de la adicion de la [*H]timidina, la incubacién
se continué durante 17 h en las condiciones mencionadas anteriormente. Los cultivos celulares con [*H]timidina
incorporada en el ADN se transfirieron de la placa a papel de filtro mediante un recolector automatico. Para el
recuento de células se utilizdé el contador de centelleo. Los resultados se comunican como recuentos por minuto

(cpm).
Ejemplo 5
Evaluacion del fenotipo de PBMC bajo estimulacion de mitégeno de PHA y abundancia de miARN

La evaluacion de la subpoblacion de células CD25+ (una cadena del receptor de IL-2) en la poblacion de MNC se
realizé utilizando técnica de inmunofluorescencia y citometria de flujo. Se aislaron células mononucleares (MNC) de
sangre periférica de donantes sanos mediante centrifugacion por gradiente utilizando Gradisol L (1077 g/I). A
continuacion, las MNC aisladas (a una concentracion de 1 x 108 células/ml) se incubaron durante 3 h, 6 hy 24 h con
miARN a una concentracién de 30 pM, después de la estimulacién con PHA (Sigma-Aldrich) a una concentracién de
20 pg/ml y 30 pg/ml. El fenotipo celular se marcé con los anticuerpos monoclonales apropiados CD25-FITC y CD3-
PE (Becton-Dickinson) mediante una técnica de inmunofluorescencia bicolor. Las MNC se incubaron con los
anticuerpos durante 15 min a temperatura ambiente, sin acceso a la luz. Las células marcadas se lavaron dos veces
con PBS suplementado con el 0,1 % de FCS. A continuacién, se resuspendieron en 500 ul de FACSFlow y se
detectaron mediante el citdmetro de flujo F ACSCalibur (Becton-Dickinson). La adquisicion, el almacenamiento y el
analisis de los datos se realizaron utilizando el programa informatico CellQuest (Becton-Dickinson). Los resultados
se presentaron como fraccién de células CD25+ en la poblacién de células CD3+ (linfocitos T).

RESULTADOS
Identificacion se moléculas de miARN en hojas de repollo maduras

Para identificar un conjunto més grande de moléculas de miARN en las hojas de Brassica oleracea var. capitata
maduras se realizé la secuenciacion de alto rendimiento de tres bibliotecas de ARNp independientes. Las lecturas
brutas generadas se procesaron bioinformaticamente. Como resultado del analisis mencionado anteriormente, se
descubrieron 261 miARN conservados (pertenecientes a 62 familias) (junto con sus cantidades estimadas) [46].
Entre las moléculas més abundantes, se encontraron la bol-miR172a (SEQ ID NO: 1) y la bol-miR172b (SEQ ID NO:
2), que son el objeto de la invencién.

Prediccion de genes diana humanos potenciales para miARN de Brassica oleracea identificados

En la siguiente etapa de realizacién de la invencion, se llevé a cabo la prediccion de genes diana humanos putativos
para moléculas de miARN de repollo. Los resultados generados por el procedimiento miRanda se clasificaron sobre
la base de la puntuacion de alineamiento mas elevada y la MFE mas reducida de la estructura. Entre las dianas
humanas predichas, la mas interesante para la invencion y asociada con los procesos inflamatorios fue la molécula
de ARNm que codifica la proteina FAN (SEQ ID NO: 3). Las moléculas bol-miR172a (SEQ ID NO: 1) y bol-miR172b
(SEQ ID NO: 2), que estan presentes en grandes cantidades en hojas de repollo, se seleccionaron para que
interactuaran con el ARNm que codifica la proteina FAN. La hibridacién mencionada se produce, segun el
procedimiento utilizado, en la regién CDS del ARNm diana. La complementariedad de secuencia del sitio de unién
de miARN y ARNm se determiné al 89,4 %. La puntuacién de alineamiento calculada fue de 177, mientras que la
energia libre minima de la estructura fue de -24,16 kcal/mol (figura 1).
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Influencia de la abundancia de miARN sobre el nivel de proteina FAN

Una etapa importante en la implementacion de la invencién fue la determinacion de la influencia de la molécula bol-
miR172a o bol-miR172b sobre el nivel de proteina FAN. Realizado sobre PBMC humanas, el analisis in vitro
utilizando el procedimiento ELISA mostré que la abundancia de bol-miR172a a una concentracion de 15 pM, 30 pM,
asi como de 60 pM, reduce significativamente el nivel de la proteina FAN en la preparacion analizada. La mayor
disminucion de la cantidad de proteina FAN se observé en presencia de bol-miR172a a una concentracién de 30 pM
(figura 2).

Efecto de la abundancia de miARN y la estimulacion por mitégenos sobre la proliferacion de linfocitos T y B

La evaluacién in vitro de la funcién de los linfocitos T y B humanos asociada con su autoestimulacion o la
estimulacién mediante mitdgenos especificos, tales como PHA, SAC y OKT3, mostré6 que la abundancia de bol-
miR172a a una concentracién de 30 pM reduce significativamente la proliferacion de linfocitos B y T en el caso de su
autoestimulacién o la presencia de un mitégeno especifico (figuras 3a, b, c y d).

Evaluacion fenotipica de MNC por citometria de flujo

El analisis por citometria de flujo de PBMC humanas incubadas durante 3 h, 6 h y 24 h con la molécula bol-miR172a
(a una concentracién de 30 pM) confirm6 la fraccién ligeramente alterada de células CD25+ en la poblacion de
linfocitos CD3+ con respecto al control.

Ademas, se observaron cambios secundarios similares en la fraccién de células CD25+ en la poblacion de linfocitos
CD3+ con respecto al control en el caso de la presencia simultanea de la molécula bol-miR172a (a una
concentraciéon de 30 pM) y el mitdgeno de PHA a una concentracion de 30 pg/ml (figuras 4a, b y ¢).

En resumen:

El ensayo de proliferacion de linfocitos in vitro realizado, que mide la capacidad de los linfocitos para proliferar en
respuesta a diversos estimulos, mostré que la presencia de la molécula bol-miR172a reduce la proliferacion de
linfocitos B, asi como de linfocitos T, en el caso de su autoestimulacion o la estimulacién mediante SAC, OKT3 y
mitégeno de PHA, respectivamente. Ademas, la evaluacion fenotipica de PBMC utilizando el procedimiento de
citometria de flujo revelé que la abundancia de la molécula bol-miR172a, con o sin la presencia simultdnea del
mitégeno de PHA, cambia ligeramente la fraccion de las células CD25+ en la poblacion de células T. Los resultados
mencionados anteriormente mostraron que las moléculas bol-miR172a y bol-miR172b son capaces de modular la
proliferacién de linfocitos B y T sin afectar a la subpoblacién de células T activadas (CD25+). EI mecanismo
responsable de las acciones presentadas de las moléculas bol-miR172a y bol-miR172b esta relacionado con su
interaccion con el ARNm que codifica la proteina FAN. La influencia de la molécula bol-miR172a en el nivel de
proteina FAN en PBMC se evalu6 mediante ensayo ELISA in vitro. El andlisis realizado revel6 que la abundancia de
bol-miR172a (en todas las concentraciones sometidas a ensayo) tiene como consecuencia una reduccion
significativa del nivel de proteina FAN.

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQID NO: 1

miR172a, molécula de ARN, 21 nt
AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
SEQID NO: 2

miR172b, molécula de ARN, 21 nt
AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
SEQID NO:3

NM_003580.3, factor asociado a la activacion de la esfingomielinasa neutra (N-SMasa) (NSMAF) de Homo
sapiens, variante de transcrito 1, ARNm, 3582 pb
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GCCGGAGUCCCCACGCGAGGAUGCUGCGGUGAGCGCGGCCGGGACGCCGCAUCGGGCUCUCG
GCCGCCCAGCGGCGCCGCAGGGGAAGCCAGGCCGGCAGCCGCGCGCUCCCCAGCCGGCCACCA
AUCCCGCCCUCCCCGGCUCCUCCGGACCUCCUCGGCAGGCGGCGGCEGEECCUGCCUGUGCGC
UCUGCGCCCGCCCGCGCCUACCCUCCAUGGCGUUUAUCCGGAAGAAGCAGCAGGAGCAGCAGC
UGCAGCUCUACUCCAAGGAGAGAUUUUCCUUGCUGCUGCUUAACUUGGAGGA GUACUACUUU
GAACAGCAUAGAGCCAAUCACAUUUUGCACAAGGGCAGUCACCAUGAAAGGAAAAUCAGAGG
CUCCUUAAAAAUAUGUUCAAAAUCGGUGAUUUUUGAACCAGAUUCAAUAUCCCAGCCCAUCA
UCAAGAUUCCUUUGAGAGACUGUAUAAAAAUAGGAAAGCAUGGAGAAAAUGGAGCCAAUAG
ACACUUCACAAAGGCAAAAUCUGGGGGUAUUUCACUCAUUUUCAGUCAGGUAUAUUUCAUUA
AAGAACAUAAUGUUGUUGCACCAUAUAAAAUAGAAAGGGGCAAAAUGGAAUAUGUUUUUGA
AUUGGAUGUUCCCGGGAAAGUGGAAGAUGUUGUGGAGACGUUGCUUCAGCUUCACAGAGCA
UCCUGCCUUGACAAAUUGGGUGACCAAACCGCCAUGAUAACAGCUAUUUUGCAGUCUCGUUU
AGCUAGAACAUCAUUUGACAAAAACAGGUUCCAAAACAUUUCUGAAAAGCUGCACAUGGAAU
GCAAAGCAGAAAUGGUGACGCCUCUGGUGACUAAUCCUGGACACGUGUGCAUCACGGACACA
AACCUGUAUUUUCAGCCCCUCAACGGCUACCCGAAACCUGUGGUCCAGAUAACACUCCAAGA
UGUCCGCCGCAUCUACAAAAGGAGGCACGGCCUCAUGCCUCUGGGCUUGGAAGUAUUUUGCA
CAGAAGAUGAUCUGUGUUCCGACAUCUACCUAAAGUUCUAUGAACCUCAAGAUAGAGAUGAU
CUCUAUUUUUACAUUGCCACAUACCUAGAGCACCAUGUGGCGGAGCACACUGCUGAGAGCUA
CAUGCUGCAGUGGCAGCGUGGACACCUUUCCAACUAUCAGUACCUCCUUCACCUCAACAACC
UGGCCGACCGCAGCUGCAACGACCUCUCCCAGUACCCUGUGUUUCCAUGGAUAAUACAUGAU
UAUUCCAGCUCAGAACUAGAUUUGUCAAAUCCAGGAACCUUCCGGGAUCUCAGUAAGCCAGU
AGGGGCCCUAAAUAAGGAACGGCUGGAGAGACUACUGACACGCUACCAGGAAAUGCCUGAAC
CAAAGUUCAUGUAUGGGAGUCACUACUCUUCCCCGGGUUAUGUACUUUUUUAUCUUGUUAGG
AUUGCACCAGAGUAUAUGCUGUGCCUGCAGAAUGGAAGAUUUGAUAAUGCAGAUAGAAUGU
UCAACAGUAUUGCAGAAACUUGGAAAAACUGUCUGGAUGGUGCAACGGAUUUUAAAGAGUU
AAUUCCAGAAUUCUAUGGUGAUGAUGUGAGCUUUCUAGUCAAUAGCCUGAAGUUGGAUUUG
GGAAAGAGACAAGGAGGACAGAUGGUUGACGACGUGGAGCUUCCCCCUUGGGCUUCCAGUCC
CGAGGACUUUCUCCAGAAGAGCAAAGAUGCAUUGGAAAGCAAUUAUGUGUCUGAACACCUUC
ACGAGUGGAUUGAUCUAAUAUUUGGCUACAAACAAAAAGGGAGUGAUGCAGUUGGGGCCCA
UAAUGUAUUUCAUCCCCUGACCUAUGAAGGAGGUGUAGACUUGAACAGCAUCCAGGAUCCUG
AUGAGAAGGUAGCCAUGCUUACGCAAAUCUUGGAAUUUGGGCAGACACCAAAACAACUAUUU
GUGACACCACAUCCUCGAAGGAUCACCCCAAAGUUUAAAAGUUUGUCCCAGACCUCCAGUUA
UAAUGCUUCUAUGGCAGAUUCCCCAGGUGAAGAGUCUUUUGAAGACCUGACCGAAGAAAGCA

AAACACUGGCCUGGAAUAACAUCACCAAACUGCAGUUACACGAGCACUAUAAAAUCCACAAA
GAAGCAGUUACUGGAAUCACGGUCUCUCGCAAUGGAUCUUCAGUAUUCACAACAUCCCAAGA
UUCCACCUUGAAGAUGUUUUCUAAAGAAUCAAAAAUGCUACAAAGAAGUAUAUCAUUUUCA
AAUAUGGCUUUAUCGUCUUGUUUACUUUUACCAGGAGAUGCCACUGUCAUAACUUCUUCAUG
GGAUAAUAAUGUCUAUUUUUAUUCCAUAGCAUUUGGAAGACGCCAGGACACGUUAAUGGGA
CAUGAUGAUGCUGUUAGUAAGAUCUGUUGGCAUGACAACAGGCUAUAUUCUGCAUCGUGGG
ACUCUACAGUGAAGGUGUGGUCUGGUGUUCCUGCAGAGAUGCCAGGCACCAAAAGACACCAC
UUUGACUUGCUGGCCGAGCUGGAACAUGAUGUCAGUGUAGAUACAAUCAGUUUAAAUGCUGC
AAGCACACUGUUAGUUUCCGGCACCAAAGAAGGCACAGUGAAUAUUUGGGACCUCACAACGG
CCACCUUAAUGCACCAGAUUCCAUGCCAUUCAGGGAUUGUAUGUGACACUGCUUUUAGCCCA
GAUAGUCGCCAUGUCCUCAGCACAGGAACAGAUGGCUGUCUUAAUGUCAUUGAUGUGCAGAC
AGGAAUGCUCAUCUCCUCCAUGACAUCAGAUGAGCCCCAGAGGUGCUUUGUCUGGGAUGGAA
AUUCCGUUUUAUCUGGCAGUCAGUCUGGUGAACUGCUCGUUUGGGACCUCCUUGGAGCAAAA
AUCAGUGAGAGAAUACAGGGCCACACAGGUGCUGUGACAUGUAUAUGGAUGAAUGAACAGU
GUAGCAGUAUCAUCACAGGAGGGGAAGACAGACAAAUUAUAUUCUGGAAAUUGCAGUAUUA
AGUGCCUUUUCCUCUCCUGAAUAUUAAAUUGAACUCUAUUUAAUGCAUUUUUAAACCAAACU
UUUAAACGGACUGGUGAAUGUGCAAUGUUAGUAAUUAGAAGUUUUACCACAUGGAAAAUUU
GUGGUUUUAAACUUUCUAAAUCAUGGUGACUUCAUUGAAAGCCAUUAGUUGCUAUUCUCUU
AGGGCAGAUAAAAUGCGGCUGUGUUAGGAAAAACAUGUUACACUGUAAGGCAGAUGAUCGU
CCCCGUAUGAUGAUUGUCAGAAGACAGGACUAAGUAGCAGAGAAUAGCUAAGAGAUAAAUU
GGGCUGGGGAAACUUGUCAGAAAGCACUGAACAAUUAAGAAAUUUUCCAAGAAAAUGUGCA
GUAUUCUCUGCUACUUCUGAAUCUGUUUUGUCUUCCUAAUCUAUCACAAUUGCCACCCAUCG
GGUUUUGGGUGUGUGUUUUCAUAGCGUGGUUACUUUCUAUAAUGCUGUACCCAGAUUCUAA
GAACCUGGAGAAGGAUUAGCAGUUCUUAGUAAGUUUACUGUGUAUAGGAACGGUUUGUAUU
UCAUUACAGCUAUUCAUCUUUUCUACAUUAAAAAUAUUUUUCUCUAAAGAAAAAAAAAAAA
AAA
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético, seleccionada entre miR172a o miR172b, en la
que miR172a esta representada por la secuencia SEQ ID NO: 1 y miR172b por la secuencia SEQ ID NO: 2,y en la
que dicha molécula tiene al menos 6 de los 7 nucledtidos presentes en la regiéon "semilla" representada por la
secuencia GAAUCUU y tiene al menos un 75 % de similitud de secuencia con la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2,
para su uso en la reduccién de la respuesta inflamatoria o para prevenir un aumento en la respuesta inflamatoria del
organismo.

2. La molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético para su uso segun la reivindicaciéon 1 para
reducir la proliferacion de linfocitos T y B.

3. La molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético para su uso segun la reivindicaciéon 1 para
reducir el nivel de proteina FAN (factor asociado con la activacion de la esfingomielinasa neutra).

4. La molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético para su uso segun la reivindicacion 1, en la
que la molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético interactia con el ARNm que codifica la
proteina FAN regulando negativamente su expresion vy, por lo tanto, reduciendo la proliferacion de los linfocitos T y
B.

5. La molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético para su uso segun la reivindicacion 1, en la
que la molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético interactia con el ARNm que codifica la
proteina FAN regulando negativamente su expresion y, por lo tanto, reduciendo el nivel de la proteina FAN.

6. La molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético para su uso segun la reivindicacion 5, en la
que la expresion de la proteina FAN esté regulada negativamente y el nivel de proteina FAN se reduce.

7. La molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético para su uso segun la reivindicacion 1, en la
que la molécula tiene una longitud de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 o
28 nucledtidos.

8. La molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético para su uso segun la reivindicacion 1, en la
que la molécula tiene metilacién 2' 0 3'-O de la ribosa del ultimo nucleétido en el extremo 3'.

9. La molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético para su uso segun la reivindicacion 1, en la
que la respuesta inflamatoria del organismo disminuye al reducir la proliferacién de linfocitos T y B.

10. La molécula de miARN derivada de plantas o su equivalente sintético para su uso segin la segun la
reivindicacién 1, en la que la respuesta inflamatoria del organismo disminuye al reducir el nivel de proteina FAN.
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Read Sequence:bol-miR172a (21 nt)
Read Sequence:gi|[221554488|ref|NM 003580.3| Homo sapiens neutral
sphingomyelinase (N-SMase) activation associated factor (NSMAF),
transcript variant 1, mRNA(3582 nt)

Forward: Score: 177.000000 ©:2 to 19 R:425 to 447 Align Len (19}
(89.47%) (89.47%)

Query: 3' UACGUC--GUAGUAGUUCUBAGA 5"
L PR Ereir il 35
Ref: 5" UCCCAGCCCAUCAUCAAGAUUCC 3'

Energy: -24.160000 kCal/Mol

Fig. 1
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