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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para determinar insuficiencia cardiaca o un riesgo de insuficiencia cardiaca
Campo de la invencién

La invencion se refiere en general a moléculas de microARN asociadas con insuficiencia cardiaca, asi como a métodos
de diagndstico de insuficiencia cardiaca cronica.

Antecedentes de la invencion

La insuficiencia cardiaca es un estado fisiopatoldgico en que el corazén no puede bombear suficiente sangre para
cumplir las necesidades de nutricién y oxigeno de los tejidos o de las células metabolizantes. Es una complicacién
principal en muchas cardiopatias. Los adultos de mas de 40 de edad tienen un riesgo durante su vida de desarrollar
insuficiencia cardiaca estimado en un 21 % (Lloyd-Jones et al., 2002, Circulation 106, 3068- 72), una afeccién que es
responsable de mas hospitalizaciones que todas las formas de cancer combinadas (American Heart Association. Heart
Disease and Stroke Statistics 2003 Update).

La investigacion realizada en el transcurso de los ultimos afios demostré que el control transcripcional y la expresion
génica cardiaca parece desempefar una funcién importante en la patogenia y las manifestaciones clinicas de la
insuficiencia cardiaca (HF) (Li et al., 2011, Cardiovasc Res. (6):498-512).

Especificamente, los estudios precios demostraron la regulaciéon por disminuciéon del ARN mensajero (ARNm) en
pacientes con HF, lo que sugiere la importancia de los mecanismos moleculares que suprimen los niveles en estado
constante de ARNm (Kaab et al., 2004, J Mol Med. 82: 308-316).

En los ultimos afios, los microARN (miARN, miR) han surgido como una clase novedosa importante de ARN regulador,
que tiene un profundo impacto sobre una amplia serie de procesos biol6gicos.

Estas moléculas de ARN no codificantes pequefias (normalmente de 17-24 nucleétidos de longitud) pueden modular
los patrones de expresién de proteinas promoviendo la degradacion del ARN, inhibiendo la traduccién del ARNm y
también afectando la transcripcion génica. Los miR desempefan funciones centrales en diversos procesos tales como
el desarrollo y la diferenciacion, el control de la proliferacion celular, la respuesta a sobrecarga y el metabolismo. Se
encontré que la expresion de muchos miR estaba alterada en numerosos tipos de cancer humano, y en algunos casos
se han aducido fuertes evidencias de la conjetura de que dichas alteraciones pueden desempefar una funcién
causante en la progresién del tumor. Actualmente hay aproximadamente 1223 miR humanos conocidos.

Los datos recientes indican que los miR también estan asociados a cardiopatia, incluida HF, y eran incluso mas
sensibles que los ARNm al estado funcional agudo de insuficiencia cardiaca en fase final (Thum et al., 2007,
Circulation. 116: 258-267; Matkovich et al., 2009, Circulation. 119(9):1263-1271).

Los tratamientos actuales para insuficiencia cardiaca incluyen métodos farmacolégicos, dispositivos tales como el
dispositivo de asistencia ventricular (VAD), tratamiento de resincronizacién cardiaca (CRT), desfibrilador cardioversor
implantable (ICD) que es una pequefia bateria y trasplante de corazén. Las estrategias farmacologicas incluyen,
aunque sin limitacién, el uso de agentes inotrépicos (es decir, compuestos que aumentan la capacidad de
contractilidad cardiaca), bloqueante neurohumorales (por ejemplo, beta bloqueantes, inhibidores de la enzima
conversora de angiotensina), antagonistas de aldosterona, diuréticos y vasodilatadores. Sin embargo, ninguno de
estos agentes es completamente eficaz en solitario o en combinacion. La disponibilidad de trasplantes es muy limitada,
y como muchos individuos que padecen insuficiencia cardiaca estan en mal estado de salud, frecuentemente no son
buenos candidatos quirurgicos. Por estas razones, la insuficiencia cardiaca sigue siendo una causa principal de
morbilidad y mortalidad, particularmente en el mundo desarrollado. Ademas, puede ser dificil determinar la etiologia
precisa de la insuficiencia cardiaca, un factor que impide el desarrollo de tratamientos mas especificos. Hay una
ausencia general de técnicas de diagnéstico a nivel molecular. Por tanto, hay una necesidad en la técnica del
descubrimiento de marcadores de diagndstico en circulacion que reflejen de forma mas precisa la predisposicion
genética de un sujeto a desarrollar HF.

Sumario de la invencion

La presente solicitud divulga el descubrimiento de un panel de miR cuyos niveles estan aumentados o disminuidos en
la circulacion de pacientes con HF sistolica cronica. Por consiguiente, se cribé un amplio panel de miR en el suero de
pacientes con HF sistélica cronica estables y los resultados se compararon con un grupo de control con coincidencia
en edad, género y etnia. Se encontré que una puntuacion basada en los niveles de los miR detectados en suero
sugiere pacientes con HF y se correlaciona con otros marcadores clinicos de pronostico conocidos en el grupo de HF.

Los acidos nucleicos en circulacion de liquidos corporales ofrecen oportunidades Unicas para el diagnostico prematuro
del riesgo de HF. La presente solicitud divulga secuencias de acido nucleico especificas para su uso en la
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identificacion, deteccion prematura y diagnéstico de HF. Las secuencias de acido nucleico también pueden usarse
como marcadores de pronostico para la evaluacion pronoéstica de un sujeto basandose en su patrén de expresion en
una muestra bioldgica. La solicitud divulga ademas un método de deteccion o predisposicion prematura minimamente
invasiva de HF.

La presente invencion proporciona un método de diagnéstico del riesgo aumentado de insuficiencia cardiaca cronica
en un sujeto, comprendiendo el método: determinar el perfil de expresion de secuencias de microARN en una muestra
de suero previamente obtenida de dicho sujeto, comprendiendo dichas secuencias de microARN la SEQ ID NO: 13, o
una secuencia que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad con la misma; y comparar dicho perfil de
expresion con un perfil de expresion de referencia en el que un nivel relativamente alto de expresiéon de la secuencia
de microARN que comprende la SEQ ID NO: 13 o que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad con la
misma en el perfil de expresién determinado en la muestra de suero, en comparacion con dicho perfil de expresion de
referencia, es diagnostico de riesgo aumentado de insuficiencia cardiaca crénica.

De acuerdo con una realizacion, el perfil de expresion determinado comprende ademas el nivel de expresion de al
menos una secuencia de microARN seleccionada de las SEQ ID NO: 1-12, 14-48 y 94-146, o una secuencia que tiene
al menos aproximadamente un 80 % de identidad con las mismas.

En una realizacion adicional, los niveles de expresion relativamente altos de secuencias de microARN seleccionadas
de las SEQ ID NO: 1-12, 14-39, 94-97 y 119-122, o secuencias que tienen al menos aproximadamente un 80 % de
identidad con las mismas, en comparaciéon con el perfil de expresion de referencia, son diagnosticos de riesgo
aumentado de insuficiencia cardiaca.

En ofra realizacion, los niveles de expresion relativamente bajos de secuencias de microARN seleccionadas de las
SEQ ID NO: 40-48, 98-118, 123-146, o secuencias que tienen al menos aproximadamente un 80 % de identidad con
las mismas, en comparacion con el perfil de expresion de referencia, son diagnésticos de riesgo aumentado de
insuficiencia cardiaca cronica.

De acuerdo con algunas realizaciones, dicha muestra biolégica se selecciona de liquido corporal, una linea celular y
una muestra tisular. De acuerdo con una realizacion, la muestra de liquido corporal es una muestra de suero. De
acuerdo con otra realizacién, dicha muestra de liquido corporal es una muestra de sangre.

De acuerdo con algunas realizaciones, el método comprende determinar la expresion de al menos dos secuencias de
acido nucleico. De acuerdo con algunas realizaciones, el método comprende ademas combinar una o mas relaciones
de expresion.

De acuerdo con algunas realizaciones, los niveles de expresion se determinan por hibridacion de acidos nucleicos,
amplificacion de acidos nucleicos o una combinacién de las mismas. De acuerdo con algunas realizaciones, el método
de amplificacion de acidos nucleicos es PCR en tiempo real (RT-PCR). De acuerdo con una realizacion, dicha PCR
en tiempo real es PCR en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR).

De acuerdo con algunas realizaciones, el método de RT-PCR comprende cebadores directos e inversos, en el que el
cebador directo comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 49-66, 86-89, 147-
171, o una secuencia que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad con las mismas. De acuerdo con
algunas realizaciones, el método de PCR en tiempo real comprende ademas hibridaciéon con una sonda.

De acuerdo con algunas realizaciones, la sonda puede comprender una secuencia de acido nucleico que es
complementaria a una secuencia seleccionada de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-48, 94-146; un fragmento de
las mismas y secuencias al menos aproximadamente un 80 % idénticas a las mismas.

De acuerdo con otras realizaciones, la sonda puede comprender una secuencia seleccionada de una cualquiera de
las SEQ ID NO: 67-84, 90-93, 172-196; un fragmento de las mismas y una secuencia que tiene al menos
aproximadamente un 80 % de identidad con las mismas.

La solicitud divulga ademas un kit para evaluar la insuficiencia cardiaca en un sujeto; dicho kit comprende una sonda
que comprende una secuencia de acido nucleico que es complementaria a una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en una cualquiera de las SEQ ID NOS: 1-48, 94-146; un fragmento de las mismas y secuencias que tienen
al menos aproximadamente un 80 % de identidad con las mismas. De acuerdo con algunas realizaciones, dicha sonda
comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 67-84, 90-93,
172-196; un fragmento de las mismas y secuencias que tienen al menos aproximadamente un 80 % de identidad con
las mismas. De acuerdo con otras realizaciones, el kit comprende ademas un cebador directo que comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las 49-66, 86-89, 147-171; un fragmento de las mismas y
secuencias que tienen al menos aproximadamente un 80 % de identidad con las mismas. De acuerdo con otras
realizaciones, el kit comprende ademas un cebador inverso que comprende la SEQ ID NO: 85, un fragmento de la
misma y secuencias que tienen al menos aproximadamente un 80 % de identidad con la misma.
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Estas y otras realizaciones de la presente invencion llegaran a ser evidentes junto con las figuras, descripcion y
reivindicaciones siguientes.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1D son presentaciones de graficas de caja que comparan las distribuciones de la presencia de
microARN estadisticamente significativos regulados por aumento ejemplificados: hsa-miR-423-5p (SEQ ID NO:
13) (IA), hsa-miR-320a (SEQ ID NO: 1) (IB), hsa-miR-22 (SEQ ID NO: 14) (1C) y hsa- miR-92b (SEQ ID NO: 15)
(ID), en muestras de suero obtenidas del grupo de HF (l) o sujetos sanos (ll). Los resultados se basan en PCR en
tiempo real, y una sefial normalizada mayor indica cantidades mayores de microARN presentes en las muestras.
Las graficas de caja muestran el promedio (linea horizontal), el percentil 25 a 35 (recuadro), alcance de los datos
hasta 1,5 veces el intervalo intercuartilico ("bigotes") y valores atipicos (cruces).

Las figuras 2A-2D son presentaciones de graficas de caja que comparan las distribuciones de la expresién (eje de
ordenadas) de microARN estadisticamente significativos regulados por disminucion ejemplificada: hsa-miR-26a
(SEQ ID NO: 40) (2A), hsa-miR-199b-5p (SEQ ID NO: 42) (2B), hsa-miR-33a (SEQ ID NO: 41) (2C) y hsa-miR-
27b (SEQ ID NO: 43) (2D), en muestras de suero obtenidas del grupo de HF (I) o sujetos sanos (ll). Los resultados
se basan en PCR en tiempo real, y una sefial normalizada mayor indica cantidades mayores de microARN
presentes en las muestras.

Las graficas de caja muestran el promedio (linea horizontal), el percentil 25 a 75 (recuadro), alcance de los datos
hasta 1,5 veces el intervalo intercuartilico ("bigotes") y valores atipicos (cruces).

La figura 3 es un diagrama de puntos que muestra que la puntuacion de miR (eje de ordenadas) se separa
significativamente entre el grupo de HF (I) y el grupo de control (Il). La puntuacién de miR se calculé para cada
muestra como la sefial media normalizada-invertida de hsa-miR-423-5p (SEQ ID NO: 13), hsa- miR-320a (SEQ ID
NO: 1), hsa-miR-22 (SEQ ID NO: 14) y hsa-miR-92b (SEQ ID NO: 15) y ajustada restando una constante (la
puntuacién minima) de modo que el intervalo de puntuaciones empieza en 0.

Las lineas horizontales indican los valores promedio que son 2,9 en el grupo de HF y 1,3 en el grupo de control.
El valor p para el ensayo de la t de muestras no emparejadas bilateral es 0,0000001.

La figura 4 es una curva de rendimiento diagnéstico (ROC) para la discriminacién de la puntuacion de miR entre
los grupos de HF y de control. La curva ROC representa la sensibilidad (eje de ordenadas) frente a la tasa de
positivos falsos (uno menos la especificidad (eje de abscisas) para diferentes valores de corte de una métrica de
diagnéstico, y es una medida del rendimiento de clasificacion. El area bajo la curva ROC (AUC) puede usarse para
evaluar el rendimiento diagnostico de la métrica. Un clasificador aleatorio tiene AUC = 0,5, y un clasificador 6ptimo
con sensibilidad y especificidad perfectas de un 100 % tiene AUC = 1. La curva ROC correspondiente tiene
AUC =0,90.

La figura 5 es un diagrama que demuestra la correlacion significativa entre las puntuaciones de miR dentro del
grupo de HF (eje de ordenadas) y los niveles elevados de péptido natriurético cerebral (BNP) en suero (eje de
abscisas). Los niveles de BNP para pacientes en el grupo de HF se presentan en escala logaritmica. La correlacion
de Spearman de los niveles de BNP respecto a la puntuacion de miARN es 0,63 (p = 0,003).

La figura 6 es un diagrama de puntos que demuestra la asociacion significativa entre las puntuaciones de miR (eje
de ordenadas) y los niveles de péptido natriurético cerebral (BNP) en suero (eje de abscisas). Las puntuaciones
de miR se compararon entre muestras de pacientes con HF cuyos valores para el parametro estaban en la mitad
superior respecto a las muestras cuyos valores estaban en la mitad inferior. Niveles de BNP elevados se asocian
con una puntuacion de miARN alta, valor p = 0,002.

La figura 7 es un diagrama de puntos que demuestra la asociacion significativa entre las puntuaciones de miR (eje
de ordenadas) y QRS ancho (eje de abscisas). Valor p = 0,009.

La figura 8 es un diagrama de puntos que demuestra la asociacion significativa entre las puntuaciones de miR (eje
de ordenadas) y la dimension diastélica final del ventriculo izquierdo (EDD) (eje de abscisas). Un diametro
diastolico final elevado (EDD) esta asociado con una puntuacion de miARN alta (p = 0,03).

La figura 9 es un diagrama de puntos que demuestra la asociacion significativa entre las puntuaciones de miR (eje
de ordenadas) y la dimensién de la auricula izquierda (LAD) (eje de abscisas). Un LAD elevada esta asociada con
una elevada puntuacién de miARN (p = 0,01).

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se basa en parte en el descubrimiento de que secuencias biomarcadoras especificas (SEQ ID NO: 1-48,
94-146) pueden usarse para la identificacion, deteccién prematura, diagnéstico y pronéstico de insuficiencia cardiaca
cronica.

Los biomarcadores tienen el potencial de revolucionar el diagnéstico y el tratamiento de diversas afecciones médicas.
De forma ideal, los biomarcadores deben muestrearse de una manera minimamente invasiva. Por lo tanto, el reto de
diversos campos de investigacion biomédica ha sido identificar biomarcadores en liquidos corporales, tal como suero
o sangre. En los ultimos afios, a quedado claro que hay tanto ADN como ARNm son células presentes en el suero,
asi como en otros liquidos corporales, y representan biomarcadores potenciales. Sin embargo, el control de las
cantidades normalmente pequefias de estos acidos nucleicos en los liquidos corporales requiere métodos de deteccién
sensibles, que no son actualmente aplicables clinicamente.
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La presente invencion proporciona un método sensible, especifico y preciso que puede usarse para realizar en una
deteccion prematura minimamente invasiva, el diagnostico y el pronéstico de insuficiencia cardiaca crénica. Los
métodos de la presente invencién tienen alta sensibilidad y especificidad.

Sorprendentemente, el método anterior permite un ensayo minimamente invasivo simple, para una facil deteccion de
cardiopatia crénica en una fase muy temprana con mayor fiabilidad y eficacia, ahorro de tiempo, material y etapas de
funcionamiento, asi como ahorro de costes y agentes quimicos refinados dificiles de obtener.

Ademas, el método de acuerdo con la invencion combina las ventajas de una facil recogida de muestra y la opcién de
diagnosticar insuficiencia cardiaca crénica en una fase temprana. Siendo un método minimamente invasivo, en que,
por ejemplo, se suministra una muestra de suero, el método tiene un buen potencial de conseguir una alta aceptacion
entre los sujetos, pudiendo ser dichos sujetos seres humanos o animales, por ejemplo. Por lo tanto, el método puede
usarse en ensayos rutinarios, pero también en examenes médicos profilacticos.

Ademas, la presente solicitud divulga métodos para determinar un plan de tratamiento. Una vez que el profesional
sanitario conoce clase de enfermedad a la que pertenece la muestray, por lo tanto, el individuo, el profesional sanitario
puede determinar un plan de tratamiento adecuado para el individuo. Por ejemplo, diferentes clases de cardiopatias a
menudo requieren diferentes tratamientos. Como se describe en este documento, los individuos que tienen un tipo
particular o clase de cardiopatia pueden beneficiarse de un ciclo diferente de tratamiento, que un individuo que tiene
un tipo diferente o clase de cardiopatia. El diagndstico y comprensién apropiados de la clase de cardiopatia de un
individuo permite un mejor tratamiento y pronéstico mas satisfactorio.

Definiciones

Antes de divulgar y describir las presentes composiciones y métodos, debe entenderse que la terminologia usada en
este documento es con el fin de describir realizaciones particulares Unicamente y no pretende ser limitante. Debe
apreciarse que, como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "uno",
"una" y "el", "la" incluyen referencias en plural salvo que el contexto indique claramente lo contrario.

Para recitar intervalos numéricos en este documento, cada numero intermedio entre medias con el mismo grado de
precision se contempla explicitamente. Por ejemplo, para el intervalo de 6-9, los nUmeros 7 y 8 se contemplan ademas
de 6 y 9, y para el intervalo 6,0-7,0, el numero 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9 y 7,0 se contemplan
explicitamente.

Aproximadamente
Como se usa en este documento, el término "aproximadamente" se refiere a +10 %.
Antisentido

El término "antisentido", como se usa en este documento, se refiere a secuencias de nucleétidos que son
complementarias a una secuencia de ADN o ARN especifica. La expresién "hebra de antisentido" se usa en referencia
a una hebra de acido nucleico que es complementaria a la hebra "codificante". Las moléculas de antisentido pueden
producirse por cualquier método, incluyendo sintesis por ligamiento del gen o genes de interés en una orientacion
inversa a un promotor virico que permite la sintesis de una hebra complementaria. Una vez introducida en una célula,
esta hebra transcrita combina con secuencias naturales producidas por la célula para formar duplex. Estos duplex
entonces bloquean la transcripcion o la traduccién adicional. De esta manera, pueden generarse fenotipos mutantes.

Adherido

"Adherido" o "inmovilizado", como se usa en este documento, se refiere a una sonda y un soporte solido y puede
indicar que la unién entre la sonda y el soporte solido es suficiente para que sea estable en condiciones de union,
lavado, analisis y eliminacion. La unién puede ser covalente o no covalente. Pueden formarse enlaces covalentes
directamente entre la sonda y el soporte sélido o pueden formarse por un reticulante o mediante la inclusién de un
grupo reactivo especifico en el soporte sélido o la sonda, o ambos. La unién no covalente puede ser una o mas de
interacciones electrostaticas, hidréfilas e hidréfobas. Se incluye en la unién no covalente la adhesién covalente de una
molécula, tal como estreptavidina, al soporte y la union no covalente de una sonda biotinilada a la estreptavidina. La
inmovilizacion también puede implicar una combinacion de interacciones covalentes y no covalentes.
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Muestra biolégica

"Muestra biolégica", como se usa en este documento, significa una muestra de tejido o liquido biol6gico que comprende
acidos nucleicos. Dichas muestras incluyen, aunque sin limitacién, tejido o liquido aislado de sujetos. Las muestras
biolégicas también pueden incluir secciones de tejidos tales como muestras de biopsia y autopsia, muestras FFPE,
secciones congeladas recogidas con fines histolégicos, sangre, plasma, suero, esputo, heces, lagrimas, moco, cabello
y piel. Las muestras biolégicas también incluyen explantes y cultivos celulares primarios y/o transformados derivados
de tejidos animales o del paciente.

Las muestras biolégicas también pueden ser sangre, una fraccion sanguinea, orina, fusiones, liquido ascitico, saliva,
liquido cefalorraquideo, secreciones cervicales, secreciones vaginales, secreciones endometriales, secreciones
gastrointestinales, secreciones bronquiales, esputo, linea celular, muestra tisular o secreciones de mama. Una
muestra biolégica puede proporcionarse retirando una muestra de células de un animal, pero también puede
conseguirse usando células aisladas previamente (por ejemplo, aisladas por otra persona, en otro momento y/o con
otro fin), o realizando los métodos descritos en este documento in vivo. También pueden usarse tejidos de archivo,
tales como los que tienen un historial de tratamiento o de resultados.

Clasificacion

"Clasificacion”, como se usa en este documento, se refiere a un procedimiento y/o algoritmo en que articulos
individuales se colocan en grupos o clases basandose en la informacion cuantitativa sobre una o mas caracteristicas
inherentes en los articulos (mencionados como rasgos, variables, caracteres, caracteristicas, etc.) y basandose en un
modelo estadistico y/o un conjunto capacitado de articulos marcados previamente. De acuerdo con una realizacién,
clasificacion significa la determinacién del tipo de cardiopatia.

Complemento

"Complemento" o "complementario”, como se usa en este documento, significa emparejamiento de bases de Watson-
Crick (por ejemplo, A-T/U y C-G) o de Hoogsteen entre nucleotidos o analogos nucleotidicos de moléculas de acido
nucleico. Un complemento completo o complementariedad completa puede indicar un emparejamiento de bases
100 % complementario entre nucleétidos o analogos nucleotidicos de moléculas de acido nucleico.

Cr

Las sefiales Cr representan el primer ciclo de PCR donde la amplificacién cruza un umbral (umbral de ciclo) de
fluorescencia. Por consiguiente, valores bajos de Cr representan alta abundancia o niveles de expresiéon del
microARN.

En algunas realizaciones, la sefial Ct de PCR se normaliza de modo que la Ct normalizada permanece invertida a
partir del nivel de expresion. En otras realizaciones, la sefial Ct de PCR puede normalizarse y después invertirse de
modo que un Cr invertido normalizado bajo representa baja abundancia o niveles de expresiéon del microARN.

Deteccion

"Deteccion” significa detectar la presencia de un componente en una muestra. Deteccion también significa detectar la
ausencia de un componente. Deteccion también significa medir el nivel de un componente, cuantitativa o
cualitativamente.

Expresion diferencial

"Expresion diferencial" significa diferencias cualitativas o cuantitativas en los patrones temporales y/o celulares de
expresion génica dentro y entre células y el tejido. Por tanto, un gen expresado de forma diferencial puede tener
cualitativamente su expresion alterada, incluyendo una activacion o inactivacion en, por ejemplo, tejido normal frente
a enfermo. Los genes pueden activarse o desactivarse en un estado particular, respecto a otro estado, permitiendo de
este modo la comparacién de dos o mas estados. Un gen regulado cualitativamente puede mostrar un patrén de
expresion dentro de un estado o tipo celular que puede ser detectable por técnicas convencionales. Algunos genes
pueden expresarse en un estado tipo celular, pero no en ambos. Como alternativa, la diferencia en la expresioén puede
ser cuantitativa, por ejemplo, en que la expresion estda modulada, regulada por aumento, que provoca una cantidad
aumentada de transcrito, o regulada por disminucién, que provoca una cantidad disminuida de transcrito. El grado al
que difiere la expresion unicamente tiene que ser suficientemente grande para cuantificarse mediante técnicas
convencionales de caracterizacién tales como matrices de expresion, PCR con transcriptasa inversa cuantitativa,
analisis de Northern, PCR en tiempo real, hibridacion in situ y proteccion de RNasa.

Perfil de expresion

La expresion "perfil de expresion" se usa ampliamente para incluir un perfil de expresion gendmica, por ejemplo, un
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perfil de expresion de microARN. Los perfiles pueden generarse por cualquier medio conveniente para determinar un
nivel de una secuencia de acido nucleico, por ejemplo, hibridacion cuantitativa de microARN, microARN marcado,
microARN amplificado, ADNc, etc., PCR cuantitativa, ELISA para cuantificaciéon y similares, y permite el analisis de la
expresion génica diferencial entre dos muestras. Se ensaya una muestra de tumor de un sujeto o paciente, por
ejemplo, células o colecciones de las mismas, por ejemplo, tejidos. Las muestras se recogen por cualquier método
conveniente, conocido en la técnica. Las secuencias de acido nucleico de interés son secuencias de &cido nucleico
que se encuentra que son predictivas, incluyendo las secuencias de acido nucleico proporcionadas anteriormente,
donde el perfil de expresion puede incluir datos de expresion de 5, 10, 20, 25, 50, 100 o mas, incluyendo todas las
secuencias de acido nucleico enumeradas. De acuerdo con algunas realizaciones, la expresion "perfil de expresion"
significa medir la abundancia de las secuencias de acido nucleico en las muestras medidas.

Relacion de expresion

"Relacién de expresion”, como se usa en este documento, se refiere a niveles de expresion relativa de dos o mas
acidos nucleicos determinados detectando los niveles de expresion relativa de los acidos nucleicos correspondientes
en una muestra biologica.

FDR

Cuando se realizan multiples ensayos estadisticos, por ejemplo, en la comparacién de la sefial entre dos grupos en
multiples caracteristicas de datos, hay una probabilidad cada mas alta de obtener resultados positivos falsos, por
diferencias aleatorias entre los grupos que pueden alcanzar niveles que de lo contrario se considerarian
estadisticamente significativos. Para limitar la proporcién de dichos descubrimientos falsos, se define la significacién
estadistica unicamente para caracteristicas de datos en que las diferencias alcanzaban un valor p (por ensayo de la t
bilateral) por debajo de un umbral, que depende de la cantidad de ensayos realizados y la distribucion de los valores-
p obtenidos en estos ensayos.

Fragmento

"Fragmento" se usa en este documento para indicar una parte que no es de longitud completa de un acido nucleico o
polipéptido. Por tanto, un fragmento es si mismo también un acido nucleico o polipéptido, respectivamente.

Gen

"Gen", como se usa en este documento, puede ser un gen natural (por ejemplo, genémico) o sintético que comprende
secuencias reguladoras de la transcripcién y/o la traduccién y/o una region codificante y/o secuencias no traducidas
(por ejemplo, intrones, secuencias no traducidas 5' y 3"). La region codificante de un gen puede ser una secuencia de
nucleotidos que codifica una secuencia de aminoacidos o un ARN funcional, tal como ARNt, ARNr, ARN catalitico,
ARNip, miARN o ARN de antisentido. Un gen también puede ser un ARNm o ADNc correspondiente a las regiones
codificantes (por ejemplo, exones y miARN) que comprenden opcionalmente secuencias no traducidas 5' o 3' unidas
a las mismas. Un gen también puede ser una molécula de acido nucleico amplificada producida in vitro que comprende
todo o una parte de la region codificante y/o secuencias no traducidas 5' o 3' unidas a la misma.

Agente de union al surco/agente de unién al surco menor (MGB)

"Agente de union al surco" y/o "agente de unién al surco menor" pueden usarse indistintamente y se refieren a
moléculas pequefas que se ajustan en el surco menor del ADN bicatenario, normalmente de una manera especifica
de secuencia. Los agentes de union al surco menor pueden ser moléculas planas y largas que pueden adoptar una
forma de tipo media luna y, por tanto, se ajustan exactamente en el surco menor de una doble hélice, a menudo
desplazando el agua. Las moléculas de unién al surco menor normalmente pueden comprender varios anillos
aromaticos conectados por enlaces con libertad de torsion tales como anillos de furano, benceno o pirrol. Los agentes
de unién al surco menor pueden ser antibiéticos tales como netropsina, distamicina, Berenil, pentamidina y otras
diamidinas aromaticas, Hoechst 33258, SN 6999, farmacos antitumorales aureélicos tales como cromomicina y
mitranmicina, CC-1065, tripéptido de dihidrociclopirroloindol (DPI3), 1,2-dihidro-(3H)-pirrolo[3,2-e]indol-7-carboxilato
(CDPI3) y compuestos relacionados y analogos, incluyendo los descritos en Nucleic Acids in Chemistry and Biology,
2.2 ed., Blackburn and Gait, eds., Oxford University Press, 1996, y la solicitud publicada PCT n.® WO 03/078450. El
agente de unién al surco menor puede ser un componente de un cebador, una sonda, un complemento de marca de
hibridacion o combinaciones de los mismos. Los agentes de union al surco menor pueden aumentar la Tm del cebador
o de una sonda a la que estan unidos, permitiendo que dichos cebadores o sondas hibriden de forma eficaz a
temperaturas mayores.

Cardiopatia
Como se usa en este documento, cardiopatia se refiere a los siguientes ejemplos no limitantes: insuficiencia cardiaca

(congestiva); cardiomiopatias, tales como cardiomiopatia isquémica, cardiomiopatia dilatada, cardiomiopatia
hipertréfica, cardiomiopatia restrictiva, cardiomiopatia alcoholica, cardiomiopatia virica, cardiomiopatia mediada por
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taquicardia, cardiomiopatia inducida por estrés (takotsubo), cardiomiopatia amiloide, displasia de ventriculo derecho
arritmogénica o cardiomiopatias no clasificadas, por ejemplo, falta de compactacion del ventriculo izquierdo o
fibroelastosis de endocardio; o cardiopatia valvular, tal como estenosis aortica, regurgitacion aortica, estenosis mitral,
regurgitacion mitral, prolapso mitral, estenosis pulmonar, regurgitacion pulmonar, estenosis tricispide o regurgitacion
tricuspide.

Insuficiencia cardiaca

Como se usa en este documento, la expresién "insuficiencia cardiaca" se refiere ampliamente a cualquier afecciéon
que reduzca la capacidad del coraz6n de bombear sangre o bombear sangre con presiones de llenado elevadas.
Como resultado, se desarrolla congestién y edema en los tejidos. Muy frecuentemente, la insuficiencia cardiaca esta
causada por capacidad disminuida de contraccion del miocardio, como resultado de un flujo de sangre coronaria
reducido; sin embargo, muchos otros factores pueden provocar insuficiencia cardiaca, incluyendo dafio a las valvulas
cardiaca, deficiencia de vitaminas y enfermedad primaria del musculo cardiaco.

De acuerdo con algunas realizaciones, dicha insuficiencia cardiaca se refiere a insuficiencia cardiaca con funcion
sistélica conservada (HFPSF).

Identidad

"ldéntico" o "identidad", como se usan en este documento en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias
polipeptidicas, significa que las secuencias tienen un porcentaje especificado de restos que son iguales sobre una
region especificada. El porcentaje puede calcularse alineando de forma éptima las dos secuencias, comparando las
dos secuencias sobre la region especificada, determinando la cantidad de posiciones en que existe un resto idéntico
en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el numero de posiciones
coincidentes por el numero total de posiciones en la region especificada y multiplicando el resultado por 100 para
producir el porcentaje de identidad de secuencia. En casos donde las dos secuencias son de longitudes diferentes o
la alineacion produce uno o mas extremos escalonados y la regién especificada de comparacién incluye Gnicamente
una sola secuencia, los restos de la secuencia unica se incluyen en el denominador, pero no el numerador del calculo.
Cuando se compara ADN y ARN, la timina (T) y el uracilo (U) pueden considerarse equivalentes. La identidad puede
realizarse de forma manual o usando un algoritmo informatico de secuencias tales como BLAST o BLAST 2.0.

Deteccidn in situ

"Deteccion in situ", como se usa en este documento, significa la deteccién de la expresion o los niveles de expresién
en el sitio original que en la presente significa en una muestra tisular tal como biopsia.

Marcador

"Marcador", como se usa en este documento, significa una composicion detectable por medio espectroscépico,
fotoquimico, bioquimico, inmunoquimico, quimico u otro medio fisico. Por ejemplo, los marcadores Utiles incluyen 32P,
tintes fluorescentes, reactivos electrodensos, enzimas (por ejemplo, como se usa habitualmente en un ELISA), biotina,
digoxigenina o haptenos y otras entidades que pueden hacerse detectables. Un marcador puede incorporarse en
acidos nucleicos y proteinas en cualquier posicion.

Acido nucleico

"Acido nucleico" u "oligonucledtido” o "polinucledtido”, como su usan en este documento, significa al menos dos
nucleétidos unidos covalentemente juntos. La representacion de una unica hebra también define la secuencia de la
hebra complementaria. Por tanto, un acido nucleico también abarca la hebra complementaria de una hebra individual
representada. Muchas variantes de un acido nucleico pueden usarse para el mismo fin como un acido nucleico dado.
Por tanto, un acido nucleico también abarca acidos nucleicos sustancialmente idénticos y complementos de los
mismos. Una hebra individual proporciona una sonda que puede hibridar con una secuencia diana en condiciones de
hibridacion rigurosas. Por tanto, un acido nucleico también abarca una sonda que hibrida en condiciones de hibridacion
rigurosas.

Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios, o pueden contener partes de secuencia tanto
bicatenaria como monocatenaria. El acido nucleico puede ser ADN, tanto genémico como ADNc, ARN o un hibrido,
donde el acido nucleico puede contener combinaciones de desoxirribo- y ribonucleétidos, y combinaciones de bases
que incluyen uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina hipoxantina, isocitosina e isoguanina. Los
acidos nucleicos pueden obtenerse por métodos de sintesis quimica o por métodos recombinantes.

Un acido nucleico generalmente contendra enlaces fosfodiéster, aunque pueden incluirse analogos de acido nucleico
gue pueden tener al menos un enlace diferente, por ejemplo, fosforamidato, fosforotioato, fosforoditioato o enlaces O-
metilfosforoamidita y cadenas principales y enlaces de acido péptido nucleico. Otros acidos nucleicos analogos
incluyen aquellos con cadenas principales positivas; cadenas principales no idnicas y cadenas principales sin ribosa,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2703 133 T3

incluyendo las descritas en las patentes de Estados Unidos n.° 5235 033 y 5 034 506. Los acidos nucleicos que
contienen uno o mas nucleétidos que no son de origen natural o estan modificados también se incluyen dentro de la
definicion de acidos nucleicos. El analogo nucleotidico modificado puede estar ubicado, por ejemplo, en el extremo 5'
y/o el extremo 3' de la molécula de acido nucleico. Los ejemplos representativos de analogos nucleotidicos pueden
seleccionarse de ribonucleétidos con azlcar o cadena principal modificada. Debe apreciarse, sin embargo, que
también los ribonucleétidos con nucleo base modificada, es decir, ribonucleétidos, que contienen una nucleobase que
no es de origen natural en lugar de una nucleobase de origen natural tal como uridinas o citidinas modificadas en la
posicion 5, por ejemplo, 5-(2-amino) propil uridina, 5-bromo uridina; adenosinas y guanosinas modificadas en la
posicion 8, por ejemplo, 8-bromo guanosina; desazanucleétidos, por ejemplo, 7- desaza-adenosina; nucleotidos O- y
N-alquilados, por ejemplo, N6-metil adenosina son adecuados. El grupo 2'-OH- puede remplazarse por un grupo
seleccionado de H, OR, R, halo, SH, SR, NH2, NHR, NR2 o CN, en el que R es alquilo, alquenilo o alquinilo C1-Cs, y
halo es F, CI, Br o |. Los nucleétidos modificados también incluyen nucleétidos conjugados con colesterol mediante,
por ejemplo, un enlace hidroxiprolinol como se describe en Krutzfeldt et al., Nature 438:685-689 (2005) y Soutschek
et al., Nature 432:173-178 (2004). Las modificaciones de la cadena principal de ribosa-fosfato pueden hacerse por
diversas razones, por ejemplo, para aumentar la estabilidad y la semivida de dichas moléculas en entornos fisiolégicos,
para potenciar la difusién a través de membranas celulares o como sondas en un biochip. La modificacion de la cadena
principal también puede potenciar la resistencia a la degradacion, tal como en el entorno endocitico riguroso de las
células. La modificacion de la cadena principal también puede reducir la eliminacién del acido nucleico por los
hepatocitos, tal como en el higado. Pueden prepararse mezclas de acidos nucleicos de origen natural y analogos;
como alternativa, pueden prepararse mezclas de diferentes analogos de acido nucleico y mezclas de acidos nucleicos
de origen natural y analogos.

Sonda

"Sonda", como se usa en este documento, significa un oligonucleotido que puede unirse a un acido nucleico diana de
secuencia complementaria mediante uno o mas tipos de enlaces quimicos, habitualmente mediante emparejamiento
de bases complementarias, habitualmente mediante formacion de enlaces de hidrogeno. Las sondas pueden unirse a
secuencias diana que carecen de complementariedad completa con la secuencia de la sonda dependiendo de la
rigurosidad de las condiciones de hibridacion. Puede haber muchisimos emparejamientos incorrectos de pares de
bases que impedira la hibridacién entre la secuencia diana y los acidos nucleicos monocatenarios descritos en este
documento. Sin embargo, si la cantidad de mutaciones es tan grande que no se puede producir hibridacion incluso en
las condiciones de hibridacion menor rigurosas, la secuencia no es una secuencia diana complementaria. Una sonda
puede ser monocatenaria o parcialmente monocatenaria y parcialmente bicatenaria. El tipo de hebra de la sonda viene
dictaminada por la estructura, composicion y propiedades de la secuencia diana. Las sondas pueden marcarse
directamente o marcarse indirectamente tal como con biotina a la que posteriormente se puede unir un complejo de
estreptavidina.

Perfil de expresion de referencia

Como se usa en este documento, la expresion "perfil de expresion de referencia” se refiere a un valor de expresiéon
estandar con el que se comparan los valores medidos para determinar la deteccion de un sujeto con una cardiopatia.
La referencia puede basarse en una puntuaciéon métrica combinada.

Sensibilidad

"Sensibilidad", usada en este documento puede significar una medida estadistica de lo bien que un ensayo de
clasificacion binario identifica correctamente una afeccion, por ejemplo, la frecuencia con que clasifica correctamente
una cardiopatia en el tipo correcto. La sensibilidad para la clase A es la proporcion de casos que se determinan
perteneciente a la clase "A" por el ensayo de los casos que estan en la clase "A", como se determina por algun valor
absoluto o de referencia.

Especificidad

"Especificidad" usada en este documento puede significar una medida estadistica de lo bien que un ensayo de
clasificacion binario identifica correctamente una afeccion, por ejemplo, la frecuencia con que clasifica correctamente
una cardiopatia en el tipo correcto. La especificidad para la clase A es la proporcién de casos que se determinan
pertenecientes a la clase "que no es A" por el ensayo de los casos que estan en la clase "que no es A", como se
determina por algun valor absoluto o de referencia.

Muestra patrén

Una "muestra patréon” se refiere a una muestra que es representativa de un estado sin enfermedad, particularmente
un estado en que esta ausente cardiopatia o cualquier otra afeccién asociada (es decir, un estado saludable). A modo
de ejemplo, la muestra patron puede ser una muestra biologica, obtenida de un sujeto sano de edad similar que el
sujeto del que se proporciona diagnostico o prondstico. Una muestra patron puede ser una muestra compuesta, en la
los datos obtenidos de las muestras biologicas de varios sujetos sanos (es decir, sujetos de control que tienen sintomas
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de insuficiencia cardiaca) estan promediados, creando de ese modo la muestra compuesta.
Condiciones de hibridacién rigurosas

"Condiciones de hibridacion rigurosas”, como se usa en este documento, significa condiciones en las que una primera
secuencia de acido nucleico (por ejemplo, sonda) hibridara con una segunda secuencia de acido nucleico (por ejemplo,
diana), tal como en una mezcla compleja de acidos nucleicos. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y
seran diferentes en diferentes circunstancias. Las condiciones rigurosas pueden seleccionarse para que sean
aproximadamente 5-10 °C inferiores a los puntos de fusion térmico (Tw) para la secuencia especifica a un pH de fuerza
ionica definida. La Tm puede ser la temperatura (a fuerza iénica, pH y concentracion de acido nucleico definidos) a la
que un 50 % de las sondas complementarias a la diana hibridan con la secuencia diana en equilibrio (como las
secuencias dianas estan presentes en exceso, a Tm, un 50 % de las sondas estan ocupadas en equilibrio).

Las condiciones rigurosas pueden ser aquellas en que la concentraciéon salina es de menos de aproximadamente
1,0 M de iones sodio, tal como aproximadamente 0,01-1,0 M de concentracién de iones sodio (u otras sales) a pH 7,0
a 8,3 y la temperatura es de al menos aproximadamente 30 °C para sondas cortas (por ejemplo, aproximadamente
10-50 nucledtidos) y al menos de aproximadamente 60 °C para sondas largas (por ejemplo, de mas de
aproximadamente 50 nucleoétidos). Las condiciones rigurosas también pueden conseguirse con la adicion de agentes
desestabilizantes tales como formamida. Para la hibridaciéon selectiva o especifica, una sefial positiva puede ser al
menos 2 a 10 veces la hibridacién de fondo. Las condiciones de hibridacién rigurosas a modo de ejemplo incluyen las
siguientes: formamida al 50 %, SSC 5x y SDS al 1 %, incubacién a 42 °C o SSC 5x, SDS al 1 %, incubacién a 65 °C,
con lavado en SSC 0,2x y SDS al 0,1 % a 65 °C.

Sustancialmente complementario

"Sustancialmente complementario”, como se usa en este documento, significa que una primera secuencia es al menos
un 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica al complemento de una segunda
secuencia sobre una region de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas nucleétidos, o que las dos secuencias hibridan en condiciones de
hibridacién rigurosas.

Sustancialmente idéntico

"Sustancialmente idéntico", como se usa en este documento, significa que una primera y una segunda secuencia son
al menos un 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas sobre una region de 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100 o mas nucledtidos o aminoacidos, o con respecto a acidos nucleicos, si la primera secuencia es sustancialmente
complementaria al complemento de la segunda secuencia.

Sujeto

Como se usa en este documento, el término "sujeto" se refiere a un mamifero, incluyendo tanto seres humanos como
otros mamiferos. Los métodos de la presente invencion se aplican preferiblemente a sujetos humanos.

Acido nucleico diana

"Acido nucleico diana", como se usa en este documento, significa un acido nucleico o variante del mismo que puede
unirse por otro acido nucleico. Un acido nucleico diana puede ser una secuencia de ADN. El acido nucleico diana
puede ser ARN. El acido nucleico diana puede comprender un ARNm, ARNt, ARNhc, ARNip o ARN que interactia
con Piwi, o un pri-miARN, pre-miARN, miARN o anti-miARN.

El acido nucleico diana puede comprender un sitio de unién a miARN diana o una variante del mismo. Una o0 mas
sondas pueden unirse al acido nucleico diana. El sitio de union diana puede comprender 5- 100 o 10-60 nucleétidos.
El sitio de unién diana puede comprender un total de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30-40, 40-50, 50-60, 61, 62 0 63 nucledtidos. La secuencia del sitio diana puede comprender al
menos 5 nucleétidos de la secuencia de un sitio de unién a miARN diana divulgado en las patentes de Estados Unidos
US 7 825 229 0 US 7 642 348.

Muestra tisular

Como se usa en este documento, una muestra tisular es tejido obtenido de una biopsia de tejido usando métodos bien
conocidos para los expertos en las materias médicas relacionadas. Los métodos para obtener la muestra de la biopsia
incluyen reparto burdo de una masa, microdiseccién, microdiseccion basada en laser u otros métodos de separacion
celular conocidos en la técnica.

Variante
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"Variante", como se usa en este documento, que se refiere a un acido nucleico significa (i) una parte de una secuencia
de nucleétidos mencionada; (ii) el complemento de una secuencia de nucleétidos mencionada o parte de la misma;
(iii) un acido nucleico que es sustancialmente idéntico a un acido nucleico mencionado o el complemento del mismo;
o (iv) un éacido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con el &cido nucleico mencionado, complemento del
mismo, 0 una secuencia sustancialmente idéntica al mismo.

Tipo silvestre

Como se usa en este documento, la expresion secuencia "de tipo silvestre" se refiere a una secuencia codificante, una
no codificante o una de conexién que es una forma alélica de secuencia que realiza la funcion natural o normal para
esa secuencia. Las secuencias de tipo silvestre incluyen multiples formas alélicas de una secuencia afin, por ejemplo,
multiples alelos de una secuencia de tipo silvestre pueden codifican cambios silenciosos o conservativos para la
proteina que codifica una secuencia codificante.

La presente invencién emplea miARN para la identificacion, clasificacion y diagnéstico de cardiopatia.
Procesamiento de microARN

Un gen que codifica un microARN (miARN) puede transcribirse dando lugar a la produccion de un miARN precursor
conocido como pri-miARN. El pri-miARN puede ser parte de un ARN policistrénico que comprende multiples pri-
miARN. El pri-miARN puede formar una estructura de horquilla con un tallo y un bucle. El tallo puede comprender
bases emparejadas incorrectamente.

La estructura de horquilla del pri-miARN puede reconocerse por Drosha, que es una endonucleasa RNasa Ill. Drosha
puede reconocer bucles terminales en el pri-miARN y escindir aproximadamente dos giros helicoidales en el tallo para
producir un precursor de 60-70 nucleotidos conocido como pre-miARN. Drosha puede escindir el pri-miARN con un
corte escalonado tipico de las endonucleasas RNasa Ill que produce un pre-miARN de tallo y bucle con un fosfato 5'
y un saliente de ~2 nucleétidos 3'. Aproximadamente un giro helicoidal del tallo (~10 nucleétidos) que se extiende mas
alla del sitio de escision de Drosha puede ser esencial para el procesamiento eficaz. El pre-miARN después puede
transportarse activamente desde el nucleo hasta el citoplasma mediante Ran-GTP y el receptor de exportacion Ex-
portina-5.

El pre-miARN puede reconocerse por Dicer, que es también una endonucleasa RNasa lll. Dicer puede reconocer el
tallo bicatenario del pre-miARN. Dicer también puede reconocer el fosfato 5'y el saliente 3' en la base del tallo y bucle.
Dicer puede escindir el bucle terminal a dos giros helicoidales de la base del tallo y bucle dejando un fosfato 5' adicional
y un saliente de ~2 nucleétidos 3'. La doble hélice de tipo ARNip resultante, que puede comprender emparejamientos
incorrectos, comprende el miARN maduro y un fragmento de tamafo similar conocido como miARN*. El miARN y
miARN* pueden obtenerse de brazos opuestos del pri-miARN y pre-miARN. Pueden encontrarse secuencias de
miARN* en colecciones de miARN clonados, pero normalmente a menor frecuencia que los miARN.

Aunque esta inicialmente presente como una especie bicatenaria con miARN*, el miARN finalmente puede llegar a
incorporarse como un ARN monocatenario en un complejo ribonucleoproteinico conocido como complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC). Diversas proteinas pueden formar el RISC, lo que puede dar lugar a
variabilidad en la especificidad por duplex de miARN/mIARN*, el sitio de unién del gen diana, la actividad del miARN
(represion o activacién), y la hebra del duplex de miARN/mIARN* que se carga en el RISC.

Cuando la hebra de miARN del duplex de miARN:miARN* se carga en el RISC, el miARN* puede retirarse y
degradarse. La hebra del diplex de miARN:miARN* que se carga en el RISC puede ser la hebra cuyo extremo 5' es
empareja menos fuertemente. En casos donde ambos extremos del miARN:miARN* tienen emparejamiento 5' casi
equivalente, tanto el mMiARN como el miARN* pueden tener actividad de silenciamiento.

ElI RISC puede identificar acidos nucleicos diana basandose en los altos niveles de complementariedad entre el miARN
y el ARNm, especialmente en los nucleétidos 2-7 del miARN. Se ha informado Unicamente de un caso en animales
donde la interaccién entre el miARN y su diana era a lo largo de la longitud completa del miARN. Esto se mostré para
mir-196 y Hox B8 y se mostré ademas que mir-196 media la escision del ARNm de Hox B8 (Yekta et al. 2004, Science
304-594). Por lo demas, dichas interacciones se conocen Unicamente en plantas (Bartel y Bartel 2003, Plant Physiol
132-709).

Varios estudios han estudiado el requisito de emparejamiento de bases entre el miARN y su ARNm diana para
conseguir la inhibicion eficaz de la traduccién (revisado por Bartel 2004, Cell 116-281). En células de mamifero, los 8
primeros nucleétidos del miARN pueden ser importantes (Doench y Sharp 2004 GenesDev 2004-504). Sin embargo,
otras partes del microARN también pueden participar en la unién del ARNm. Ademas, un suficiente emparejamiento
de bases en el extremo 3' puede compensar el insuficientemente emparejamiento en el extremo 5' (Brennecke et al.,
2005 PLoS 3-e85).

Los estudios en ordenador, que analizan la unién del mIARN en genomas completos han sugerido una funcion
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especifica para las bases 2-7 en el extremo 5' del miARN en la unién a la diana, pero también se reconoci6 la funcién
del primer nucleétido, que habitualmente resulta ser "A" (Lewis et at. 2005 Cell 120-15). Asimismo, los nucleétidos 1-
7 o0 2-8 se usaron para identificar y validar dianas por parte de Krek et al. (2005, Nat Genet 37-495).

Los sitios diana en el ARNm pueden estar en la 5' UTR, la 3' UTR o en la region codificante. De forma interesante,
multiples miARN pueden regular el mismo ARNm diana reconociendo el mismo o multiples sitios. La presencia de
multiples sitios de unién de miARN en la mayoria de dianas identificadas genéticamente puede indicar que la accion
cooperativa de multiples RISC proporciona la inhibicién traduccional mas eficaz.

Los miARN pueden dirigir el RISC a regular por disminucién la expresion génica mediante cualquiera de dos
mecanismos: escision de ARNm o represion traduccional. EI miARN puede escindir especificamente el ARNm si el
ARNmMm tiene un determinado grado de complementariedad con el miARN. Cuando un miARN guia la escision, el corte
puede ser entre los nucleétidos que emparejan los restos 10 y 11 del miARN. Como alternativa, el miARN puede
reprimir la traduccién si el miARN no tiene el grado necesario de complementariedad con el miARN. La represion
traduccional puede ser mas predominante en animales, ya que los animales pueden tener un menor grado de
complementariedad entre el miARN Yy el sitio de unioén.

Debe apreciarse que puede haber variabilidad en los extremos 5' y 3' de cualquier par de miARN y miARN*. Esta
variabilidad se puede deber a variabilidad en el procesamiento enzimatico de Drosha y Dicer con respecto al sitio de
escision. La variabilidad en los extremos 5' y 3' de miARN y miARN* también se puede deber a emparejamientos
incorrectos en las estructuras de tallo del pri-miARN y el pre-miARN. Los emparejamientos incorrectos de las hebras
del tallo pueden dar lugar a una poblacién de diferentes estructuras de horquilla. La variabilidad en las estructuras del
tallo también puede dar lugar a variabilidad en los productos de escision por Drosha y Dicer.

Acidos nucleicos

En este documento se proporcionan acidos nucleicos. Los acidos nucleicos comprenden la secuencia de las SEQ ID
NO: 1-196 o variantes de las mismas. La variante puede ser un complemento de la secuencia de nucleétidos
mencionada. La variante también puede ser una secuencia de nucleétidos que es sustancialmente idéntica a la
secuencia de nucleétidos mencionada o el complemento de la misma. La variante también puede ser una secuencia
de nucleétidos que hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de nucleétidos mencionada, complementos de
la misma, o secuencias de nucleotidos sustancialmente idénticas a la misma.

El acido nucleico puede tener una longitud de 10 a 250 nucleétidos. El acido nucleico puede tener una longitud de al
menos 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 125, 150, 175, 200 o 250 nucleodtidos. El acido nucleico puede sintetizarse o expresarse en una célula (in vitro o
in vivo) usando un gen sintético descrito en este documento. El acido nucleico puede sintetizarse como una molécula
monocatenaria e hibridarse con un acido nucleico sustancialmente complementario para formar un daplex. El acido
nucleico puede introducirse en una célula, tejido u 6rgano en una forma mono- o bicatenaria o puede expresarse
mediante un gen sintético usando métodos bien conocidos para los expertos en la materia, incluyendo como se
describe en la patente de Estados Unidos n.° 6 506 559.

Tabla 1: Las secuencias de acido nucleico de la presente invencion

SEQ ID de horquilla SEQ ID NO: de miR Nombre de miR
32 13 hsa-miR-423-5p
19 1 hsa-miR-320a
33 14 hsa-miR-22
34 15 hsa-miR-92b
20 2 hsa-miR-17*

21 3 hsa-miR-532-3p
35, 36 16 hsa-miR-92a

22 4 hsa-miR-30a

23 5 hsa-miR-21
24,25 6 hsa-miR-101

26 7 hsa-miR-363

27 8 hsa-miR-346

28 9 hsa-miR-20b

29 10 hsa-miR-25

37 17 hsa-miR-486-3p

30 11 hsa-miR-185

31 12 hsa-miR-451
38, 39 18 hsa-miR-19b
44 45 40 hsa-miR-26a

46 41 hsa-miR-33a

47 42 hsa-miR-199b-5p
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48 43 hsa-miR-27b
119 94 hsa-miR-29¢
143 116 MID-00630
120 95 hsa-miR-30d
121 96 hsa-miR-140-3p
122 97 hsa-let-7b
123 98 hsa-miR-331-3p
124 99 hsa-miR-744
146 117 MID-24705
125 100 hsa-miR-28-5p
126 101 hsa-miR-574-3p
127 102 hsa-miR-223
128 103 hsa-miR-142-3p
129 104 hsa-miR-27a
130 105 hsa-miR-191
131 106 hsa-miR-335
132,133 107 hsa-miR-24
134 108 hsa-miR-151-5p
135 109 hsa-miR-126
144,145 118 MID-00108
136 110 hsa-miR-125a-5p
137,138 111 hsa-let-7f
139 112 hsa-miR-23a
140 113 hsa-miR-30e*
141 114 hsa-miR-326
142 115 hsa-miR-99b

Complejos de acido nucleico

El acido nucleico puede comprender ademas uno o mas de los siguientes: un péptido, una proteina, un hibrido de
ARN-ADN, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un fragmento Fab y un aptamero.

Pri-miARN

El &cido nucleico puede comprender una secuencia de un pri-miARN o una variante del mismo. La secuencia de pri-
miARN puede comprender de 45-30 000, 50-25 000, 100-20 000, 1000-1500 u 80-100 nucledtidos. La secuencia del
pri-miARN puede comprender un pre-miARN, miARN y miARN*, como se expone en este documento, y variantes de
los mismos. La secuencia del pri-miARN puede comprender la secuencia de las SEQ ID NO: 1-48, 94-146; o variantes
de las mismas.

El pri-miARN puede formar una estructura de horquilla. La horquilla puede comprender una primera y una segunda
secuencia de acido nucleico que son sustancialmente complementarias. La primera y segunda secuencia de acido
nucleico pueden ser de 37-50 nucleétidos. La primera y segunda secuencia de acido nucleico pueden estar separadas
por una tercera secuencia de 8-12 nucleétidos. La estructura de horquilla puede tener una energia libre de menos de
-25 kcal/mol, calculada mediante el algoritmo de Vienna, con parametros por defecto como se describe en Hofacker
et al., Monatshefte f Chemie 125: 167-188 (1994). La horquilla puede comprender un bucle terminal de 4-20, 8-12 o
10 nucledtidos. El pri-miARN puede comprender al menos un 19 % de nucleétidos adenosina, al menos un 16 % de
nucleoétidos citosina, al menos un 23 % de nucleétidos timina y al menos un 19 % de nucleétidos guanina.

Pre-miARN

El acido nucleico también puede comprender una secuencia de un pre-miARN o una variante de la misma. La
secuencia de pre-miARN puede comprender de 45-90, 60-80 o 60-70 nucleétidos. La secuencia del pre-miARN puede
comprender un miARN y un miARN* como se expone en este documento. La secuencia del pre-miARN también puede
ser la de un pri-miARN excluyendo 0-160 nucleétidos de los extremos 5'y 3' del pri-miARN. La secuencia del pre-
miARN puede comprender la secuencia de las SEQ ID NO: 1-48, 94-146; o variantes de las mismas.
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miARN

El &cido nucleico también puede comprender una secuencia de un miARN (incluyendo miARN*) o una variante de la
misma. La secuencia de miARN puede comprender de 13-33, 18-24 o0 21-23 nucleétidos. El miARN también puede
comprender un total de al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 nucleétidos. La secuencia del miARN puede ser los primeros 13-33
nucleotidos del pre-miARN. La secuencia del miARN también puede ser los ultimos 13-33 nucleoétidos del pre-miARN.
La secuencia del miARN puede comprender la secuencia de las SEQ ID NO: 1-18, 40-43, 94-115; o variantes de las
mismas.

Anti-miARN

El acido nucleico también puede comprender una secuencia de un anti-miARN que puede bloquear la actividad de un
miARN o miARN*, tal como mediante la unién al pri-miARN, pre-miARN, miARN o miARN* (por ejemplo, antisentido o
silenciamiento de ARN), o mediante la unién al sitio de unién diana. El anti-miARN puede comprender un total de 5-
100 o 10-60 nucleétidos. El anti-miARN también puede comprender un total de al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40 nucledtidos. La
secuencia del anti-miARN puede comprender (a) al menos 5 nucleétidos que son sustancialmente idénticos o
complementarios al extremo 5' de un miARN y al menos 5-12 nucleétidos que son sustancialmente complementarios
a las regiones flanqueantes del sitio diana desde el extremo 5' del miARN, o (b) al menos 5-12 nucleétidos que son
sustancialmente idénticos o complementarios al extremo 3' de un miARN y al menos 5 nucleétidos que son
sustancialmente complementarios a la region flanqueante del sitio diana desde el extremo 3' del miARN. La secuencia
del anti-miARN puede comprender el complemento de las SEQ ID NO: 1-48, 94-146; o variantes de las mismas.

Sitio de unién de diana

El acido nucleico también puede comprender una secuencia de un sitio de union de microARN diana o una variante
del mismos. La secuencia del sitio diana puede comprender un total de 5-100 o 10-60 nucleétidos. La secuencia del
sitio diana también puede comprender un total de al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62 o0 63 nucleédtidos. La secuencia del sitio diana puede comprender al menos 5
nucledtidos de la secuencia de las SEQ ID NO: 1-18, 40-43, 94-115.

Sondas

Se proporciona una sonda en este documento. Una sonda puede comprender un acido nucleico. La sonda puede
tener una longitud de 8 a 500, de 10 a 100 o de 20 a 60 nucleétidos. La sonda también puede tener una longitud de al
menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280 o 300 nucleétidos. La sonda puede comprender un acido nucleico
de 18-25 nucleotidos.

Una sonda puede tener capacidad de unién a un acido nucleico diana de secuencia complementaria mediante uno o
mas tipos de enlaces quimicos, habitualmente mediante emparejamiento de bases complementarias, habitualmente
mediante formacion de enlaces de hidrogeno. Las sondas pueden unirse a secuencias diana que carecen de
complementariedad completa con la secuencia de la sonda, dependiendo de la rigurosidad de las condiciones de
hibridacion. Una sonda puede ser monocatenaria o parcialmente monocatenaria y parcialmente bicatenaria. El tipo de
hebra de la sonda esta dictaminado por la estructura, composicién y propiedades de la secuencia diana. Las sondas
pueden marcarse directamente o marcarse indirectamente.

Sonda de ensayo

La sonda puede ser una sonda de ensayo. La sonda de ensayo puede comprender una secuencia de acido nucleico
que es complementaria a un miARN, un miARN*, un pre-miARN o un pri-miARN. La secuencia de la sonda de ensayo
puede seleccionarse de las SEQ ID NO: 67-84, 90-93, 172-196; o variantes de las mismas.

Secuencias conectoras

La sonda puede comprender ademas un conector. El conector puede ser de 10-60 nucleétidos de longitud.

El conector puede ser de be 20-27 nucleétidos de longitud. El conector puede ser de longitud suficiente para permitir
gue la sonda sea de una longitud total de 45-60 nucleétidos. El conector puede no tener capacidad para formar una
estructura secundaria estable, o puede no tener capacidad de plegarse sobre si mismo, o puede no tener capacidad
de plegarse sobre una parte no conectora de un acido nucleico contenido en la sonda. La secuencia del conector no
aparece en el genoma del animal del que se obtiene el &cido nucleico no conector de la sonda.

Transcripcion inversa
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Pueden generarse secuencias diana de un ADNc por transcripcién inversa de un ADN diana. Los métodos para
generar ADNc pueden ser la transcripcién inversa de un ARN poliadenilado o, como alternativa, ARN con una
secuencia adaptadora ligada.

Transcripcion inversa usando secuencia adaptadora ligada a ARN

ElI ARN puede ligarse a una secuencia adaptadora antes de la transcripcion inversa. Una reaccién de ligamiento puede
realizarse mediante la ARN ligasa T4 para ligar una secuencia adaptadora en el extremo 3' del ARN. La reaccién de
transcripcion inversa (RT) puede realizarse después usando un cebador que comprende una secuencia que es
complementaria al extremo 3' de la secuencia adaptadora.

Transcripcion inversa usando secuencia poliadenilada ligada a ARN

Puede usarse ARN poliadenilado en una reaccién de transcripcién inversa (RT) usando un cebador de poli(T) que
comprende una secuencia adaptadora 5'. La secuencia de poli(T) puede comprender 8, 9, 10, 11, 12, 13 o0 14 timinas
consecutivas.

RT-PCR de ARN

El transcrito inverso del ARN puede amplificarse por PCR en tiempo real, usando un cebador directo especifico que
comprende al menos 15 &cidos nucleicos complementarios al acido nucleico diana y una secuencia de cola 5'; un
cebador inverso que es complementarios al extremo 3' de la secuencia adaptadora; y una sonda que comprende al
menos 8 acidos nucleicos complementarios al acido nucleico diana. La sonda puede ser parcialmente complementaria
al extremo 5' de la secuencia adaptadora.

PCR de acidos nucleicos diana

En este documento se describen métodos de amplificacion de acidos nucleicos diana. La amplificacion puede ser
mediante un método que comprende PCR. Los primeros ciclos de la reaccion de PCR pueden tener una temp. de
hibridacion de 56 °C, 57 °C, 58 °C, 59 °C o 60 °C. Los primeros ciclos pueden comprender 1-10 ciclos. Los ciclos
restantes de la reaccion de PCR pueden ser a 60 °C. Los ciclos restantes pueden comprender 2-40 ciclos. La
temperatura de hibridacion puede causar que la PCR sea mas sensible. La PCR puede generar productos mas
grandes que pueden servir como moldes de PCR de mayor rigurosidad.

Cebador directo

La reaccion de PCR puede comprender un cebador directo. El cebador directo puede comprender 15, 16, 17, 18, 19,
20 o 21 nucledtidos idénticos al acido nucleico diana.

El extremo 3' del cebador directo puede ser sensible a diferencias en la secuencia entre un acido nucleico diana y un
acido nucleico del mismo nivel.

El cebador directo también puede comprender una cola saliente 5'. La cola 5' puede aumentar la temperatura de fusion
del cebador directo. La secuencia de la cola 5' puede comprender una secuencia que no es idéntica al genoma del
animal del que se aisla el acido nucleico diana. La secuencia de la cola 5' también puede ser sintética. La cola 5'
puede comprender 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 nucleétidos. El cebador directo puede comprender las SEQ ID NO:
49-66, 86-89, 147-171; o variantes de las mismas.

Cebador inverso

La reacciéon de PCR puede comprender un cebador inverso. El cebador inverso puede ser complementario a un acido
nucleico diana. El cebador inverso también puede comprender una secuencia complementaria a una secuencia
adaptadora. La secuencia complementaria a una secuencia adaptadora puede comprender la SEQ ID NO: 85 o
variantes de la misma.

Biochip

También se proporciona un biochip. El biochip puede comprender un sustrato soélido que comprende una sonda o
pluralidad de sondas adherida descrita en este documento. Las sondas pueden tener la capacidad de hibridar con una
secuencia diana en condiciones de hibridaciéon rigurosas. Las sondas pueden adherirse en ubicaciones espacialmente
definidas en el sustrato. Puede usarse mas de una sonda por secuencia diana, con sondas solapantes o sondas para
diferentes secciones de una secuencia diana particular. Las sondas pueden tener la capacidad de hibridar con
secuencias diana asociadas con un unico trastorno apreciado por los expertos en la materia. Las sondas pueden
sintetizarse en primer lugar, con posterior adhesion al biochip, o pueden sintetizarse directamente sobre el biochip.
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El sustrato solido puede ser un material que puede modificarse para que contenga sitios individuales diferenciados
apropiados para la adhesion o asociacion de las sondas y es susceptible a al menos un método de deteccion. Los
ejemplos representativos de materiales de sustrato incluyen vidrio y vidrio modificado o funcionalizado, plastico
(incluyendo acrilicos, poliestireno y copolimeros de estireno y otros materiales, polipropileno, polietileno, polibutileno,
poliuretanos, TeflonJ, etc.), polisacaridos, nailon o nitrocelulosa, resinas, silice o materiales basados en silice que
incluyen silicio y silicio modificado, carbono, metales, vidrios inorganicos y plastico. Los sustratos pueden permitir la
deteccidn optica sin emitir fluorescencia apreciable.

El sustrato puede ser plano, aunque pueden usarse también otras configuraciones de sustratos. Por ejemplo, las
sondas pueden colocarse sobre la superficie interior de un tubo, para el analisis de muestras que fluyen para minimizar
el volumen de la muestra. Asimismo, el sustrato puede ser flexible, tal como espuma flexible, incluyendo espumas de
celda cerrada hechas de plasticos particulares.

El sustrato del biochip y la sonda pueden derivatizarse con grupos funcionales quimicos para la posterior adhesion de
los dos. Por ejemplo, el biochip puede derivatizarse con un grupo funcional quimico incluyendo, aunque sin limitacion,
grupos amino, grupos carboxilo, grupos oxo o grupos tiol. Usando estos grupos funcionales, las sondas pueden
adherirse usando grupos funcionales en las sondas directa o indirectamente usando un conector.

Las sondas pueden adherirse al soporte sélido mediante el extremo 5', el extremo 3' 0 mediante un nucleétido interno.

La sonda también puede adherirse al soporte solido de forma no covalente. Por ejemplo, pueden generarse
oligonucleétidos biotinilados, que pueden unirse a superficies recubiertas covalentemente con estreptavidina,
provocando la adhesion. Como alternativa, las sondas pueden sintetizarse sobre la superficie usando técnicas tales
como fotopolimerizacién y fotolitografia.

Diagnostico

También se proporciona un método de diagnostico. EI método comprende detectar un nivel de expresion diferencial
de acidos nucleicos asociados a cardiopatia en una muestra biologica. La muestra puede obtenerse de un paciente.
El diagnéstico de la cardiopatia, y su tipo histologico, en un paciente puede permitir el pronéstico y seleccién de la
estrategia terapéutica.

Kits

También se proporciona un kit y puede comprender un acido nucleico descrito en este documento junto con cualquiera
o todos los siguientes: reactivos de ensayo, tampones, sondas y/o cebadores, y solucién salina estéril u otra base de
emulsion o suspensiéon farmacéuticamente aceptable. Ademas, los kits pueden incluir materiales instructivos que
contienen directrices (por ejemplo, protocolos) para la practica de los métodos descritos en este documento.

Por ejemplo, el kit puede usarse para la amplificacion, deteccion, identificacion o cuantificacién de un acido nucleico
diana. El kit puede comprender un cebador de poli(T), un cebador directo, un cebador inverso y una sonda.

Cualquiera de las composiciones descritas en este documento puede estar comprendida en un kit. En un ejemplo no
limitante, se incluyen en un kit reactivos para el aislamiento de miARN, marcaje de miARN y/o evaluacién de una
poblacion de miARN usando una matriz. El kit puede incluir ademas reactivos para crear o sintetizar sondas de miARN.
Los kits, por tanto, comprenderan, en recipientes adecuados, una enzima para marcar el miARN incorporando
nucleé6tidos marcados o nucleétidos no marcados que se marcan posteriormente. También puede incluir uno o mas
tampones, tal como tampén de reaccion, tampén de marcaje, tampén de lavado o un tampdn de hibridacion,
compuestos para preparar las sondas de miARN, componentes para la hibridacion in situ y componentes para aislar
miARN. Otros kits de la invenciéon pueden incluir componentes para generar una matriz de acidos nucleicos que
comprende miARN y, por tanto, pueden incluir, por ejemplo, un soporte soélido.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente algunas realizaciones de la invencion. No
deben interpretarse de ninguna manera, sin embargo, como limitantes del amplio alcance de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1

Métodos
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Cohorte de pacientes y de control

Se reclutaron treinta pacientes con HF sistdlica, de clase C cronica estable en el la clinica de HF en Lin Medical Center,
Haifa Israel. Ademas, se reclutd otro grupo de control que consistia en 30 voluntarios que eran de edad, género y etnia
coincidentes con el grupo de HF. El estudio se aprobé por el Comité de Revisién Institucional (comité de Helsinki) del
Lady Davis Carmel Medical Center, y todos los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito antes de su
inclusion en el estudio y el inicio de cualquier procedimiento relacionado con el estudio. Los criterios de inclusién para
el grupo de HF fueron: pacientes de HF sistolica crénica, tratados durante al menos 3 meses de acuerdo con las
directrices ACC/AHA, fase C, clinicamente estable a juicio del cardiélogo especializado en HF a cargo en el dia del
reclutamiento. Los criterios de inclusion para el grupo de control fueron: cualquier enfermedad coronaria, valvular o de
miocardio desconocida o sin tratar. Las comorbilidades para arteriopatia coronaria, tales como diabetes mellitus,
hipertension, hiperlipidemia y tabaquismo no impiden el reclutamiento. Los criterios de exclusion para todos los
participantes fueron: embarazo, dialisis, neoplasias conocidas o tratadas. Todos los datos clinicamente pertinentes se
recogieron en el grupo de HF: pruebas clinicas, ecocardiograficas, electrocardiograficas, analiticas iniciales, asi como
los datos demograficos pertinentes en el grupo de control.

Las caracteristicas del grupo de HF y la demografica de los grupos de HF y de control se muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas de los grupos de HF y de control

Valor-P Grupo de control (n=30) Grupo de HF (n=30) Variable
0,21 21 (70 %) 26 (87 %) Geénero (masculino)
0,57 63+12.2 64,5+9,3 Edad (afios)*
0,34 5 (17 %) 4(13 %) Fumador
0,09 275+53 299+56 indice de masa corporal
0,003 2 (7 %) 17 (67 %) Diabetes Mellitus
0,006 0 723 %) Insuficiencia renal crénica

(creatinina basal >1,5 mg/dl)
Bloqueantes del receptor de

<0,0001 9 (30 %) 28 (93 %) angiotensina/inhibidores de la enzima
conversora de angiotensina
<0,0001 6 (20 %) 27 (90 %) Beta-blogueantes
0,001 0 10 (33 %) Aldospirona
0,03 16(53 %) 24 (80 %) Estatinas
N/A 4445 + 835,0 BNP (pg/ml)*
N/A 22 (73 %) Etiologia isquémica
N/A 24+04 Grado NYHA (1-4)
Desfibrilador cardioversor
N/A 16 (53 %) implantable/tratamiento de
resincronizacién cardiaca
Arabicos 3 (10 %) Arabicos 3 (10 %)
079 Askenazies 17 (56 %) Askenazies 15 (50 %) Etnia
’ Sefardies 8 (27 %) mezclados [Sefardies 10 (33 %) mezclados
Judios israelies 2 (7 %) Judios israelies 2 (7 %)
* Medias + DT

Segun se elaboran; los dos grupos (HF y control) fueron similares respecto a su edad, género, etnia, indice de masa
corporal y habitos de tabaquismo). Los cambios significativos predichos y triviales, que reflejan la naturaleza del grupo
de HF frente al de control estaban en los regimenes médicos, los dispositivos antiarritmicos y la prevalencia de las
comorbilidades; incluyendo arteriopatia coronaria, diabetes mellitus e insuficiencia renal crénica.

Aislamiento y almacenamiento de suero

Se recogieron 8 ml de sangre de cada individuo directamente en tubos de recogida de suero (Greiner Bio-one, tubos
de suero VACUETTE® 455071). Se permitié6 que la sangre completa reposara durante aproximadamente 1h a
temperatura ambiente (TA) antes de centrifugarse a 1800 g durante 10 minutos a TA. El suero resultante se dividié en
alicuotas en tubos Eppendorf y se almacené a -80 °C. Se determinaron los niveles de péptido natriurético cerebral
(BNP) para los niveles de BNP en suero simultaneos (Triage MetrPro; BIOSITE, San Diego, CA).

Extraccion de ARN

Se incub6 suero (100 pl) durante una noche a 57 °C con 300 pl de solucion de extraccion de proteinasa K precalentada
como se detalla en la tabla 3:
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Tabla 3: Solucién de extraccion de proteinasa K

Final ent400 l,“ (suero + Final Solucién madre Componente
ampdn)
0,0885 M 0,118 M 5M NaCl
9mM 12 mM 1™ Tris HCI pH 8
32,25 mM 47 mM 1M DTT
9mM 12 mM 0,5M EDTA pH 8
1,8 % (62,1 mM) 2,4 % (82,8 mM) | 20 % (690 mM) SDS
2 mg/ml 2,66 mg/ml 20 mg/ml Proteinasa K ABI (20 mg/ml)
DDW

Seguido de la extraccién con fenol:cloroformo, se afiadi6 acrilamida lineal (8 pl). EI ARN se precipité6 con ETOH a -
20 °C y se resuspendié con DDW (43 pl). A continuacion, se realizé tratamiento con DNasa (Ambion) para eliminar los
fragmentos de ADN residuales. Finalmente, después de una segunda extracciéon acida con fenol:cloroformo, el
sedimento se resuspendié en DDW.

Separacioén del exosoma

La separacion del exosoma del suero se realizé6 usando el kit Exoquick (ExoQuick™ solucién de precipitacion de
exosoma n.° de Cat. EXOQ20A-1, SBI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

gRT-PCR

El ARN se sometioé a una reaccion de poliadenilacion como se describe previamente (Shi, R. y Chiang, V.L. 2005,
Biotechniques. 39(4):519-25). En resumen, el ARN se incubé en presencia de poli (A) polimerasa (PAP; NEB-M0276L),
MnC12, y ATP durante 1 h a 37 °C. Después, usando un cebador oligo-dT que alberga una secuencia consenso
(complementaria al cebador inverso) se realizé transcripcion inversa sobre el ARN total usando SuperScript || RT
(Invitrogen). A continuacién, el ADNc se amplificé por PCR en tiempo real; esta reaccién contenia un cebador directo
especifico de micro-ARN, una sonda TagMan complementaria al extremo 3' de la secuencia de micro-ARN especifica,
asi como a parte de la secuencia adaptadora de poli-A y un cebador inverso universal complementario a la secuencia
3' consenso de la cola de oligo-dT.

Los controles negativos estudiados junto con las muestras de ARN sirven para detectar contaminaciones potenciales
y/o amplificaciones no especificas. El numero de ciclos al que la fluorescencia pasa el umbral (umbral de ciclo-Ct) se
midi6é para cada miARN en cada muestra.

Analisis de miARN en suero

Se midieron 380 miARN que se detectaron en experimentos previos realizados por los autores de la presente invencién
en tejido cardiaco o suero de individuos sanos, en 4 combinaciones creadas a partir de sueros de 6 pacientes con HF
y 6 individuos sanos y en un control negativo. De estos miARN, 186 se detectaron de forma fiable en al menos una de
las combinaciones, con una diferencia de al menos 3 CT en comparacion con el control negativo. Estos 186 miARN
se midieron en los sueros de los 60 participantes y 2 controles negativos usando RT-PCR. Los 7 miR para los que el
promedio de Ct en las muestras de suero era de menos de 3 Ct inferior al promedio de Ct en los controles negativos
se omitieron del andlisis y la normalizacién.

Analisis de datos y estadistica

Cada muestra se normalizé restando el promedio de Ct de todos de los miR de la muestra del Ct de cada miR, y
afnadiendo de nuevo una constante de gradacion (el promedio de Ct sobre el conjunto de muestra completo). Las
sefiales normalizadas se compararon entre los grupos para encontrar los miR que pueden usarse para diferenciar
entre los grupos. La significacion de las diferencias se evalud por un ensayo de la t para muestras no emparejadas
bilateral. Se us6 el método de tasa de descubrimiento de falsos de Benjamini-Hochberg (FDR) (Benjamini et al., 1995,
J. Roy. Statist. Soc. Ser. B 57 n.° 1, 289-300) para controlar el ensayo de miiltiples hipétesis, usando un FDR de 0,1.
El cambio factorial se calcul6 como la diferencia absoluta en los valores de promedio del Ct normalizado en los dos
grupos.

Para cada miARN, asi como para la puntuacion de miARN, se caracterizo la capacidad de discriminar entre los grupos
de HF y de control por la curva de rendimiento diagnéstico (ROC) y se calculd el area bajo la curva ROC (AUC).

Para las graficas de caja y el calculo de la puntuacion, se usaron sefiales normalizadas invertidas de modo que valores
altos representan alta expresion. La sefial normalizada invertida para cada miR se calcula restando el Ct normalizado
de 50.

La validacién cruzada dejando uno fuera con un modelo de regresion logistica se usé para simular el rendimiento de
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un algoritmo de clasificacion en muestras no observadas. El modelo de regresion logistica se volvié a capacitar
repetidamente dejando una muestra en cada ronda, y ensayando cada muestra en un clasificador que se capacito sin
la misma. Asociaciones entre la puntuacién y las variables clinicas/de pronéstico: Para variables dicotémicas, se us6
un ensayo de la t de muestras no emparejadas bilateral para comparar las puntuaciones de los pacientes en los dos
grupos. Para variables continuas, se usé un ensayo de la t para muestras no emparejadas bilateral para comparar la
puntuacién de muestras cuyos valores estaban en la mitad superior de las muestras cuyos valores estaban en la mitad
inferior. La correlacion entre BNP y la puntuacion se midié usando el coeficiente del orden de Spearman ya que la
relacion no es lineal.

Se usaron ensayos de ji al cuadrado para comparar las variables categéricas. El ensayo exacto de Fisher se us6 en
casos de tamafios de muestra pequefios.

Ejemplo 2

Los micro-ARN especificos se usan para la deteccion de HF en muestras de suero

Los niveles de 186 micro-ARN se midieron en todas las muestras de suero y se normalizaron como se describe en la
seccion de métodos. Las sefales para las 30 muestras en el grupo de insuficiencia cardiaca se compararon con las
sefiales de las 30 muestras en el grupo de control. Un total de 47 miR pasoé el umbral de FDR de 0,1 (valor p de corte
0,027). De estos, los niveles de promedio de 18 miR en los sueros del grupo de insuficiencia cardiaca estaban por
encima de 1,2 veces mayores que los detectados en sueros de controles.

Tabla 4A: miR regulados por aumento en el grupo de insuficiencia cardiaca frente al grupo de control

Valores de promedio** AUC* Cambio factorial Valor-p Nombre del miR
16,922 17,485 0,88 1,48 (+) 1,80E-08 hsa-miR-423-5p
18,883 19,156 0,86 1,21 (1) 1,50E-05 hsa-miR-320a
18,655 19,119 0,8 1,38 (+) 1,30E-04 hsa-miR-22
17,128 17,467 0,76 1,26 (+) 4,50E-04 hsa-miR-92b
14,435 14,823 0,76 1,31 () 7,50E-04 hsa-miR-17*
13,857 14,308 0,73 1,37 (+) 8,20E-04 hsa-miR-532-3p
21,885 22,34 0,74 1,37. (1) 1,90E-03 hsa-miR-92a
17,161 17,677 0,73 1,43 (+) 2,90E-03 hsa-miR-30a
20,411 20,735 0,72 1,25 (+) 4,20E-03 hsa-miR-21
18,081 18,287 0,72 1,15 (+) 5,20E-03 hsa-miR-29¢
16,713 17,145 0,71 1,35 () 7,20E-03 hsa-miR-101
16,855 17,419 0,71 1,48 (+) 7,80E-03 hsa-miR-363
13,739 13,988 0,68 1,19 (1) 8,30E-03 MID-00630 (0,6)
12,415 12,866 0,69 1,37 (+) 8,40E-03 hsa-miR-346 (0,7)
16,833 17,362 0,72 1,44 (+) 8,50E-03 hsa-miR-20b
19,507 19,992 0,7 1,40 (+) 1,20E-02 hsa-miR-25
18,811 19 0,69 1,14 (1) 1,30E-02 hsa-miR-30d
13,022 13,433 0,69 1,33 (1) 1,30E-02 hsa-miR-486-3p
18,125 18,479 0,68 1,28 () 1,50E-02 hsa-miR-185
16,978 17,201 0,7 1,17 (+) 1,60E-02 hsa-miR-140-3p
25,144 25,535 0,68 1,31 () 1,60E-02 hsa-miR-451
19,236 19,448 0,66 1,16 (1) 2,10E-02 hsa-let-7b
21,402 21,769 0,66 1,29 (+) 2,40E-02 hsa-miR-19b

Tabla 4B: miR regulados por disminucién en el grupo de insuficiencia cardiaca frente al grupo de control

Valores de promedio** AUC* Cambio factorial Valor-p Nombre del miR

17,501 17,211 0,76 1,22 (-) 7,60E-05 hsa-miR-26a

14,884 14,427 0,79 1,37 (-) 1,40E-04 hsa-miR-199b-5p

17,318 17,044 0,74 1,21 (-) 3,80E-04 hsa-miR-33a

20,785 20,574 0,72 1,16 (-) 1,80E-03 hsa-miR-27b

15,374 15,024 0,73 1,27 (-) 1,90E-03 hsa-miR-331-3p

14,694 14,341 0,71 1,28 (-) 2,60E-03 hsa-miR-744

21,356 21,023 0,72 1,26 (-) 2,70E-03 MID-24705 (0,7)

17,272 16,979 0,7 1,23 (-) 2,90E-03 hsa-miR-28-5p

14,59 14,221 0,73 1,29 (-) 3,70E-03 hsa-miR-574-3p

22,219 21,984 0,7 1,18 (-) 4,50E-03 hsa-miR-223

19,917 19,618 0,7 1,23 (-) 4,60E-03 hsa-miR-142-3p

21,656 21,448 0,7 1,15 (-) 4,60E-03 hsa-miR-27a

16,922 16,752 0,69 1,13 (-) 5,20E-03 hsa-miR-191

14,8 14,478 0,71 1,25 (-) 6,00E-03 hsa-miR-335

—_
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19,551 19,32 0,7 117 () 7,00E-03 hsa-miR-24
16,297 15,872 0,68 1,34 () 9,00E-03 hsa-miR-151-5p
20,092 19,82 0,68 1,21 () 1,00E-02 hsa-miR-126
11,868 10,733 0,66 2,20 () 1,10E-02 MID-00108 (0,7)
15,497 15,359 0,66 1,10 () 1,20E-02 hsa-miR-125a-5p
16,407 16,077 0,69 1,26 (-) 1,50E-02 hsa-let-7f

22,104 21,018 0,68 1,14 () 1,80E-02 hsa-miR-23a
14,255 13,995 0,7 1,20 () 1,90E-02 hsa-miR-30e*
14,185 13,935 0,66 1,19 () 2,00E-02 hsa-miR-326
15,363 14,617 0,7 1,68 (-) 2,20E-02 hsa-miR-99b

* AUC indica el area bajo la curva ROC para la discriminacion entre el grupo de HF y de control.
** Los valores de promedio también se dan como sefiales invertidas normalizadas.

Tabla 5: Secuencias de cebadores y sondas usados para la deteccién de miR diferenciales

20

MGB Directo
SIIIEDQ Secuencia de MGB SIIIEDQ Directo Nombre del miR
NO: NO:
CCGTTTTTTITTIITICG CAGTCATTTGGGAAAA )
67 |cceret 49 | GCTGGGTTGAGA hsa-miR-320a
s |CCOTTTTTTTTTITICA 5o |CAGTCATTTGGCTACAG | -
GTTATC TACTGTGATAA
o |ATCCGTTTTTTTTTTIT 51 |CAGTCATTTGGCACTGC | -
CTACAAGT AGTGAAGGCAC
CGTTTTTTTTTITTICAG CAGTCATTTGGCTGGAG )
70 GAACT 52 AGAAAGGCAGT hsa-miR-185
. |CGTTTTTITITITICAG 53 |CAGTCATTTGGCTGTGC | -
TTTTG AAATCCATGCA
| CCGTTTTTTTTTTITCT 54 | CAGTCATTTGGCCAAA o200
ACCTGC GTGCTCATAGTG
CCGTTTTTTTTTITICT CAGTCATTTGGGTGTAA )
73 |TcCAGT 5 | ACATCCTCGAC hsa-miR-30a
4 |CCGTTTTITITTTITIAC 55 |CAGTCATTTGGCAATTG |
AGATGG CACGGTATCCA
s |TCCGTTTTTTTTITITA 57 | CAGTCATTTGGGAAAC 4B
CTCAGTA CGTTACCATTAC
CGTTTTTTTTTTTTACA CAGTCATTTGGCTATTG )
6 |Gcees 5 |cacTTGTCCCG hsa-miR-92a
. [CGTTTTTITITITIGGA 5o |CAGTCATTTGGGTATTG |
GGCCG CACTCGTCCCG
e |CCGTTTTTITTTITICA o |CAGTCATTTGGCTAGCT |
ACATCA TATCAGACTGA
CCGTTTTTTITTTTTAC CAGTCATTTGGCAAGCT )
9 | aGTTCT 61 | GCCAGTTGAAG hsa-miR-22
CCGTTTTTTITTITICA CAGTCATTTGGCCATTG )
80 |Gaccea 62 | CACTTGTCTCG hsa-miR-25
g1 |CCGTTTTTITITITIAG 63 |CAGTCATTTGGCTGTCT |
AGGCAG GCCCGCATGCC
CCGTTTTTTITTTTTAA CAGTCATTTGGCTGAGG )
82 |acTCTC 64 | GGCAGAGAGCG hsa-miR- 423-5p
AAAACCGATAGTGAG CGGGGCAGCTCAGTAC )
83 TCG 65 AGGAT hsa-miR-486-3p
AAAACCGATAGTGAG CCTCCCACACCCAAGG )
84 TCG 66 CTTGCA hsa-miR-532-3p
CCGTTTTTTTTTTTTAG CAGTCATTTGGCTTCAA )
9 |ceTATC 86 | GTAATCCAGGA hsa-miR-26a
CGTTTTTTTTTTTTGCA CAGTCATTTGGGTTCAC )
91 |GAACT 87 | AGTGGCTAAGT hsa-miR-27b
CCGTTTTTTTTTITTIGA CAGTCATTTGGCCCCAG )
92 | ACAGAT 88 | TGTTTAGACTA hsa-miR-199b-5p
CCGTTTTTTTITTITIGC CAGTCATTTGGCGTGCA )
9 | pATGCA 89 |11GTAGTTGCA hsa-miR-33a
172 [CCGTTTTTTTITTTTITAA 147 |CAGTCATTTGGCTGAGG  |hsa-let-7b
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CCACAC TAGTAGGTTGT
o |CCOTITTTITTIIIAR | ™ 1fg |CASTCRTIICOSTORS |y
176 8$SEETTTTTTTTTCC 151 8?32%?}2&%CTACCA hsa-miR-140-3p
179 8_?(';'{:';TTTTTTTTTCAG 154 géi; Qré'ggmiCAAC hsa-miR-191
180 88?1¥$TTTTTTTTTGG 155 g#?;g'ﬁgm'?CTGTCA hsa-miR-223
183 88?; '(I;'I_;_TTTTTTTTTGC 158 géggggﬁg%ngTTCAC hsa-miR-27a
185 883X‘I_|’_‘II'_TTTTTTTTTAA 160 géﬁl%@gm_?CTAGCA hsa-miR-29¢
oo |SSOTITTTITITITICT | ™ o1 |CACTCATTICESTST™A |10 g
188 _CI_)(CBESXEETTTTTTTTTAC 163 gé(é'g%%T_l'_r_l'_rc?CQrCCCTCT hsa-miR-326
190 ,CA:'IC':'IE;TTIII'TTTTTTTTTTAC 165 23(312#;1‘&%%CTCAAG hsa-miR-335
196 éééACCGATAGTGAG 171 _(I_B_?g;g?ACACTGCTTCAC MID-24705

85 Complemento inverso

Los estudios recientes sugieren que los micro-ARN en la circulaciéon estan protegidos del entorno rico en RNasa por
complejos proteinicos o por encapsulacion en vesiculas tales como exosomas. Para explorar si las diferencias
observadas en los niveles de miARN existen en la fraccion exosémica, se midieron los niveles de miARN en sueros
de 10 pacientes con HF y 10 controles procesados con el kit Exoquick que enriquece la muestra con miARN
exosomicos. Las diferencias en los niveles de micro-ARN entre HF y controles en la fraccion exosomica fueron
similares a los observados en el suero no fraccionado. Especificamente, los cuatro miARN principales con niveles
elevados en suero no fraccionado de pacientes con HF también estaban elevados en la fraccién exosémica de
pacientes con HF respecto a los controles. Sin embargo, no hubo aumento en la fuerza de las diferencias (datos no
mostrados).

Los cuatro miARN que tenian los niveles aumentados mas significativos (p<0,0005) en sueros de pacientes de HF en
comparacioén con sueros de controles eran: hsa-miR-423-5p, hsa-miR-22, hsa- miR-320a, y hsa-miR-92b. Las graficas

de caja para estos miR se muestran en las figuras 1A.1D.
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Se calculé una puntuacion (puntuacién de miR) para cada muestra como la sefial invertida normalizada a la media de
estos 4 miR y ajustado restando una constante (la puntuacién minima) de modo que el intervalo de puntuaciones
empieza en 0. La puntuacién de miR se comparé entre el grupo de HF y de control. La puntuaciéon de miR permitié
una separacion significativa entre el grupo de HF y de control con un promedio de puntuacién de 2,9 in el grupo de HF
y de 1,3 en el grupo de control (figura 3). La capacidad de puntuacion de miR de discriminar el grupo de HF del grupo
de control se caracteriza por la curva de rendimiento diagnéstico (ROC) con un area bajo la curva ROC (AUC) de 0,9,
(figura 4). Clasificando cualquier puntuacion por encima de 1,98 como paciente de HF "probable", se consigue una
sensibilidad de un 90 % y una especificidad de un 90 % par identificacion del paciente con HF. La validacion cruzada
dejando uno fuera con un clasificador de regresion logistico usando la puntuacion de miARN para discriminar HF de
los controles produjo resultados similares (especificidad de un 90 % y sensibilidad de un 87 %).

Ejemplo 3
Puntuacion de los miR y asociacién clinica

La puntuacién de los miR se ensay6 para la posible asociaciéon con varios parametros clinicos y pronoésticos: edad,
género, indice de masa corporal (BMI), etiologia isquémica, fraccion de expulsion del ventriculo izquierdo (LVEF),
clasificacion funcional (NYHA) de la New York Heart Association (NYHA), dimensién diastélica final del ventriculo
izquierdo (EDD), dimension de la auricula izquierda (LAD), niveles en suero de BNP y anchura de QRS ancho
(2120 ms) en el electrocardiograma. El analisis se realiz6 como se describe en el ejemplo 1.

No hubo asociacion significativa entre la puntacion de los miR y la edad (p=0,58), el género (p=0,9), BMI (p=0,25),
etiologia isquémica (p=0,93), LVEF (p=0,37) o NYHA (p=0,35). Sin embargo, una alta puntuacién de los miR tuvo una
asociacion significativa con niveles elevados de BNP en suero (p=0,002), QRS ancho (p=0,009), EDD (p=0,03) y LAD
(p=0,01), (figuras 6, 7, 8, 9, respectivamente). Para el nivel de BNP en suero, se observé una fuerte correlaciéon con
la puntuacién de miR (r=0,63; p=0,0003) (figura 5).
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<210> 10

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 10
cauugcacuu gucucggucu ga

<210> 11

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 11
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uggagagaaa ggcaguuccu ga

<210>12

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 12
aaaccguuac cauuacugag u

<210> 13

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 13
ugaggggcag agagcgagac uuu

<210> 14

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 14
aagcugccag uugaagaacu gu

<210> 15

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 15
uauugcacuc gucccggccu cc

<210> 16

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 16
uauugcacuu gucccggccu gu

<210> 17

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 17
cggggcagcu caguacagga u

<210> 18

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 18
ugugcaaauc caugcaaaac uga

<210>19

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 19

gouuggousd doucdgdouu cucuudadgy uuduuccogy aguagggaaa agouggguuyg
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agagggogaa aaaggaugag gu

<210> 20

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 20

gucagaanaa ugucaaagug cuuvacagugce agguagugau augugcauncu acugcaguga

aggcacuugu agcanuaugg ugac

<210> 21
<211>91
<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 21
cgacuugcuu ucucuccuce augdcuugag uguaggaccg uuggcauduu aauuaccoud

ccacacocaa ggcuugcaaa aaagcgagec u

<210> 22

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 22

gegacuguaa acauccucga cuggaagcug ugaagecaca gaugggouuu cagucggaug

uuugcageug ¢

<210> 23

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 23

ugucggguag cunaucagac ugauguugac uguugaaucu cauggcaaca ccagucgaug

ggcugucuga ca

<210> 24

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 24
ugccouggcu caguuaucac agugcugang cugucnauuc naaagguaca guacugugan

aacugaagga uggcea

<210> 25

<211>79

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 25
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acuguccuul uucgguuaAuNe augguaccga ugcuguauau cugaaaggua caguacugug

auvaacugaag aaugguggu

<210> 26

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 26
uguugucggg uggancacga ugcaanuuug augaguauca uaggagaaaa auugcacggu

auccaucugmu aaacc

<210> 27

<211>95

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 27

ggucucugug ungggogucn gucugcccgc augcocugccu cucuguugcu cugaaggagg

caggggcugyg gocugcagou gocugggoag agoegg

<210> 28

<211>69

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 28

aguaccaaag ugocucauagu goagguaguu uuggcaugac ucuacuguag uaugggcacu

unccaguacn

<210> 29
<211> 84
<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 29
ggocaguguu gagaggogga gacuugggea auugouggac gougecougyg goauugcacu

ugucudggue ugacagugae ggec

<210> 30

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 30

agggggcgag ggauuggaga gaaaggcagn uccugauggu ccccucccca ggggouggou

unccucuggn ccuaucccucc ca

<210> 31

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 31
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cuungggaang gcaaggaaac cguuaccauu acugaguuua guaaugguaa ugguucucun

gocuauaccca ga

<210> 32

<211> 94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 32
auaaaggaag uunaggcugag gggcagagag cgagacunuu cuaunuucca aaagcucggn

cugaggcccoc ucagucuuge Uuccuaaccc gogco

<210> 33

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 33
ggcugagccg caguaguucu ucaguggcaa gcuuuauguc cugacccagc uaaagcugcc

aguungaagaa cuguugcccu cugcc

<210> 34

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 34
cgggeccegyg goegggeggga gggacgggac goggugcagu guuguuuuuu  Scedegodcaa

uauugoacuc guccoggocu Coggoococc oggocc

<210> 35

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 35
cuuncnacac agguugggau cgguugcaan gcuguguunc uguaugguan ugcacuuguc

ccggcouguu gaguuugg

<210> 36

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 36
ucauccougy guggggauuu gquugcauuad uuguguucua uavaaaguau ugcacuugude

ccggcocugug gaaga

<210> 37

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 37
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gcauccugua cugagcugcc Cogaggcccu ucaugcugcoc cagoucgggg cagcucagua

caggauac

<210> 38

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 38

cacuguucna ugguuaguuu ugcagguuug cauccagcug ugugauaunc ugcugugcaa

auccaugcaa aacugacugu gguagug

<210> 39

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 39
acaungcouac unacaauunag uunugcaggu uugcauuuca goguauauau guanaungugg

cugugcaaau ccaugcaaaa cugauuguga uaaugu

<210> 40

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 40
uucaaguaau ccaggauagg cu 22

<210> 41

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 41
gugcauugua guugcauugc a 21

<210> 42

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 42
cccaguguuu agacuaucug uuc 23

<210> 43

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 43
uucacagugg cuaaguucug ¢ 21

<210> 44

<211> 77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 44
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guggcocucgu ucaaguaauc caggauaggc ugugcagguc ccaaugggcc uauucuuggn

nacungcacyg gggacgc

<210> 45

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 45
ggcuguggcu ggauucaagn aauccaggau aggcuguuuc cancugugag gccuaunucun

gauuacuugu uncuggaggc agcu

<210> 46

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 46
cuguggugea uuguaguuge auugcauguu cuggugguac ccaugcaaug uuuccacagu

gcaucacag

<210> 47

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 47

ccagaggaca couccacucc gucuacccaqg uguuuagacu aucuguucag gacucccaaa

unguacagua gucugcacau ugguuaggcun gggouggguu agaccoucgg

<210> 48

<211>97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 48
acoucucuaa caaggugeag agoutagoug auuggugaac agugauuggu  uucogouuug

uucacagugyg cuaaguucug caccugaaga gaaggug

<210> 49

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 49
cagtcatttg ggaaaagctg ggttgaga 28

<210> 50

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 50
cagtcatttg gctacagtac tgtgataa

<210> 51

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 51
cagtcatttg gcactgcagt gaaggcac

<210> 52

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 52
cagtcatttg gctggagaga aaggcagt

<210> 53

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 53
cagtcatttg gctgtgcaaa tccatgca

<210> 54

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 54
cagtcatttg gccaaagtgc tcatagtg

<210> 55

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 55
cagtcatttg ggtgtaaaca tcctcgac

<210> 56

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 56
cagtcatttg gcaattgcac ggtatcca

<210> 57

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 57
cagtcatttg ggaaaccgtt accattac

<210> 58

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 58
cagtcatttg gctattgcac ttgtcccg

<210> 59

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 59
cagtcatttg ggtattgcac tcgtcccg

<210> 60

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 60
cagtcatttg gctagcttat cagactga

<210> 61

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 61
cagtcatttg gcaagctgcc agttgaag

<210> 62

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 62
cagtcatttg gccattgcac ttgtctcg

<210> 63

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 63
cagtcatttg gctgtctgcc cgcatgcc

<210> 64

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 64
cagtcatttg gctgaggggc agagagcg

<210> 65

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 65
cggggcagct cagtacagga t

<210> 66

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 66
cctcccacac ccaaggcttg ca

<210> 67

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 67

ccgftttttt tttttcgccc tet 23

<210> 68

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 68
ccgttttttt tttttcagtt atc

<210> 69

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 69
atccgttttt tttttttcta caagt

<210> 70

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 70
catttttttt ttttcaggaa ct

<210> 71

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 71
catttttttt ttttcagttt tg

<210>72

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 72
ccgttttttt tttttctacc tgc

<210> 73

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 73
ccgttttttt tttttcttcc agt

<210> 74

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 74
cgttttttt tttttacaga tgg

<210> 75

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 75
tccgtttttt ttttttactc agta

<210> 76

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 76
catttttttt ttttacaggc cg

<210> 77

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 77
cgtttttttt ttttggaggce cg

<210>78

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 78
ccgttttttt tttttcaaca tca

<210> 79

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 79
ccgttttttt tttttacagt tct

<210> 80

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 80
ccgttttttt tttttcagac cga

<210> 81

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 81
ccgttttttt tttttagagg cag

<210> 82

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 82
ccgttttttt tttttaaagt ctc

<210> 83

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 83
aaaaccgata gtgagtcg

<210> 84

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 84
aaaaccgata gtgagtcg

<210> 85

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 85
gcgagcacag aattaatacg ac

<210> 86

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 86
cagtcatttg gcttcaagta atccagga 28

<210> 87

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 87
cagtcatttg ggttcacagt ggctaagt 28

<210> 88

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 88
cagtcatttg gccccagtgt ttagacta 28

<210> 89

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 89
cagtcatttg gcgtgcattg tagttgca 28

<210>90

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 90
ccgttttttt tttttagect atc 23

<210> 91

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 91
cgtttttttt ttttgcagaa ct 22

<210> 92

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 92
ccgttttttt tttttgaaca gat

<210> 93

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 93
ccgttttttt tttttgcaat gca

<210> 94

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 94
uagcaccauu ugaaaucggu ua

<210> 95

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 95
uguaaacauc cccgacugga ag

<210> 96

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 96
uaccacaggg uagaaccacg g

<210> 97

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 97
ugagguagua gguugugugg uu

<210> 98

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 98
gccccuggge cuauccuaga a

<210> 99

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 99
ugcggggcua gggcuaacag ca

<210> 100
<211> 22

23

23
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 100
aaggagcuca cagucuauug ag

<210> 101

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 101
cacgcucaug cacacaccca ca

<210> 102

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 102
ugucaguuug ucaaauaccc ca

<210> 103

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 103
uguaguguuu ccuacuuuau gga

<210> 104

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 104
uucacagugg cuaaguuccg ¢

<210> 105

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 105
caacggaauc ccaaaagcag cug

<210> 106

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 106
ucaagagcaa uaacgaaaaa ugu

<210> 107

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 107
uggcucaguu cagcaggaac ag

<210> 108

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 108
ucgaggagcu cacagucuag u

<210> 109

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 109
ucguaccgug aguaauaaug cg

<210> 110

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 110
ucccugagac ccuuuaaccu guga

<210> 111

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 111
ugagguagua gauuguauag uu

<210> 112

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 112
aucacauugc cagggauuuc ¢

<210> 113

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 113
cuuucagucg gauguuuaca gc

<210> 114

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 114
ccucugggcc cuuccuccag

<210> 115

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 115
cacccguaga accgaccuug cg

<210> 116

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 116
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ucuccgggga ggcaggaaug ug 22

<210> 117

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 117
cucccacugc uucacuugac ua 22

<210> 118

<211>18

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 118
acacucaaac ugcugaca 18

<210> 119

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 119
ancucuuaca caggcugacc gaunucuccu gguguucaga gucuguuuun gucuagcacco

auungaaauc gguuaugaug uaggggga

<210> 120

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 120
guuguuguaa acauccocga cuggaagoug uaagacacag cuaagouuuc agucagaugu

uugougcouac

<210> 121
<211>100

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 121
ugugucucuc ucuguguccu gocagugguu nuacccuaung guagguuacg ucaugcuguu

cuaccacagg guagaaccac ggacaggaua ccggggcace

<210> 122

<211>83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 122
cggggugagg vaguagguug ugugguuuca gggcagugau guugdodous ggaagauvaac
nanacaaccu acugccuuncc cug

<210> 123

<211> 94

<212> ARN
<213> Homo sapiens
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<400> 123
Jaguuugguu UUuguUUUgIgU UUgUUCUAgd uaugguacca gggaudodag audaaaccag

gccoonggge cuauccuaga accaaccunaa gcuc

<210> 124

<211>98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 124
nugggoaagy ugoggggcua gggouaacag caguouuacu gaagguuuce uggaaaccac

gcacaugcug uugccacuaa ccucaaccuu acucgguc

<210> 125

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 125
gguccuuged cucaaggage ucacagudua uugaguuace uuucugacuu ucccacuaga

ungugagouc cuggagggca ggcacu

<210> 126

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 126

gggaccugcg ugggugoggy cgugugagug ugugugugug aguguguguc gouccggguc

cacgocucaug cacacaccca cacgeoccaca cucagg

<210> 127
<211> 110
<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 127
ccuggcoucce ugcagugeda ¢gouccgugu auuugacaag cugaguugga cacudeaugu

gguagagugu caguuuguca aauvacceecaa gugeggeaca ugcuuaccag

<210> 128

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 128

gacagugoag ucacofauaa aguagaaage acuacuaaca goacuggagg guguaguguu

uccuacuuua uggaugagug uacugug

<210> 129

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 129
cugaggagca gggcuuagcu gcuugugagc aggguccaca ccaagucgug uucacagugg

cuaaguuccg cocccccag

<210> 130
<211>92

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 130

cggcuggaca gcgggcaacg gaaucccaaa agcagcugun gucuccagag cauuccagcu

gcgcuuggau uncguccccu gcucuccugc cu

<210> 131
<211> 94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 131

uguunugagc gggggucaag agcaauaacg aaaaauguun gucanaaacc guuuuucaun

auugouccug accuccucuc aunugcuauna uuca

<210> 132

<211>68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 132
cuccggugcoc uacugagcoug auaucaguuc ucanuuuaca cacuggcuca guucagcagg

aacaggag

<210> 133
<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 133
cducugocude cgugocuacu gagougaaac adaguugguu uguguacacu ggoucaguudc

agcaggaaca ggg

<210> 134

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 134

uuuccugocc ucgaggagou cacagucuag uaugucucau ccccouacunag acugaagouc

cuugaggaca gggaugguca uacucaccud

<210> 135
<211> 85

42

60

78

60

92

60

94

60

68

60

73

60

90



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2703 133 T3

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 135
dgeuggegas gggacauuau uaduuuuggu acgegouguy acacuucaaa cucguacdgu

gaguaauaau gogocgucca cggea

<210> 136

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 136

ugccagucuc uaggucccug agacccuuua accugugagg acauccaggg ucacagguga
gguucuuggyg agccuggogu cuggcc

<210>137

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 137

ucagagugag guaguagauu gquavaguugu Jggguaguga uuuuadodudg uudaggagau
aacunanacaa ucuanugccu ucccuga

<210> 138

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 138

ugugggauga gguaguagau uguauagnuu uagggucauna ccccaucuug gagaunaacna

uacagucuac ugucuuucce acg

<210> 139
<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 139

ggccggcugg gguuccuggg gaugggauun gcuuccuguc acaaauncaca uugccaggga

uauccaaccg aco

<210> 140
<211>92

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 140
gggcagucuu ugcuacugua aacauccunyg acuggaageu guaagguguu cagaggageou

uucaguegga uguuuacage ggcaggouge ¢a
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<210> 141

<211>95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 141
cucaucugue ugquugggoug gaggoagggd cuuugugaag goegggugguyg cudagaucgo

cucugggccc uuccuccagc cccgaggcgg auuca

<210> 142

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 142
ggcacccacc cguagaaccg accuugcggg gcecuncgccg cacacaagcn cgugucugug

gguccguguc

<210> 143

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 143
caagecauu gagegougoa uucccggocs cduggegacy goccuggoda cggocaucud

cggggaggca ggaaugugge gggcggggcu cugy

<210> 144
<211>100
<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 144
gugauccaca cucaaacugc ugacaacaua aaaccuuugu cocuuagaagu cugaauuuca

aaauuuuuaa aacauaauga auguuguuau gugaggcocgo

<210> 145
<211>130

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 145
cuaguggagg uacugugcuu uguguguugg aggaungaaag uacggaguga uccaucggcu

aagugucuug ucacaaugcu gacacucaaa cugcugacag cacacguuun ucacaguacu

uacgccccag

<210> 146

<211>76

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 146
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ucunuacucc cacugcuuca cuugacuagc cuuuaaaaaa gaaaggcuug gunugaugaa

ugggugagaqg aaaagg

<210> 147

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 147
cagtcatttg gctgaggtag taggttgt

<210> 148

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 148
cagtcatttg ggtgaggtag tagattgt

<210> 149

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 149
cagtcatttg gctccctgag acccttta

<210> 150

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 150
cagtcatttg ggtcgtaccg tgagtaat

<210> 151

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 151
cagtcatttg gctaccacag ggtagaac

<210> 152

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 152
cagtcatttg ggtgtagtgt ttcctact

<210> 153

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 153
cagtcatttg ggtcgaggag ctcacagt

<210> 154

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 154
cagtcatttg ggcaacggaa tcccaaaa

<210> 155

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 155
cagtcatttg gctgtcagtt tgtcaaat

<210> 156

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 156
cagtcatttg gcatcacatt gccaggga

<210> 157

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 157
cagtcatttg gctggctcag ttcagcag

<210> 158

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 158
cagtcatttg gcttcacagt ggctaagt

<210> 159

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 159
cagtcatttg gcaaggagct cacagtct

<210> 160

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 160
cagtcatttg gctagcacca tttgaaat

<210> 161

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 161
cagtcatttg ggtgtaaaca tccccgac

<210> 162

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 162
cagtcatttg gcctttcagt cggatgtt

<210> 163

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 163
cagtcatttg gccctctggg cccttect

<210> 164

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 164
cagtcatttg gcgcccctgg gectatce

<210> 165

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 165
cagtcatttg gctcaagagc aataacga

<210> 166

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 166
cagtcatttg gccacgctca tgcacaca

<210> 167

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 167
cagtcatttg gctgcggggc tagggcta

<210> 168

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 168
cagtcatttg gccacccgta gaaccgac

<210> 169

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 169
cagtcatttg gctcacaatg ctgacact

<210> 170

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 170

cagtcatttg gctctccggg gaggcagg

<210> 171

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 171
gcctcccact gettcacttg acta

<210> 172

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 172
ccgttttttt tttttaacca cac

<210> 173

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 173
ccgttttttt tttttaacta tac

<210> 174

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 174
ccgttttttt tttttcacag gtt

<210> 175

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 175
ccgttttttt tttttcgcat tat

<210> 176

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 176
ccgttttttt tttttccgtg gtt

<210> 177

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 177
ccgttttttt tttttccata aag

<210> 178

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 178
ccgttttttt tttttactag act

<210> 179

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 179
catttttttt ttttcagctg ct

<210> 180

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 180
ccgttttttt tttttggggt att

<210> 181

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 181
ccgttttttt titttggaaa tcc

<210> 182

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 182
ccgttttttt tttttctgtt cct

<210> 183

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 183
ccgttttttt titttgcgga act

<210> 184

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 184
ccgttttttt tttttctcaa tag

<210> 185

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 185
ccgttttttt tttttaaccg att

<210> 186

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 186
ccgttttttt tttttcttcc agt

<210> 187

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 187
ccgttttttt titttgctgt aaa

<210> 188

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 188
ccgttttttt tttttactgg agg

<210> 189

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 189
ccgttttttt tttttctagg ata

<210> 190

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 190
ccgtttttit tttttacatt tit

<210> 191

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 191
ccgttttttt tttttgtggg tgt

<210> 192

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 192
ccgttttttt ttttgctgt tag

<210> 193

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 193
ccgttttttt tttttcgcaa ggt

<210> 194

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 194
ccgttttttt tttttgtcag cag 23

<210> 195

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 195
ccgttttttt tttttcacat tcc 23

<210> 196

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 196
aaaaccgata gtgagtcg 18
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vifro de diagnostico de riesgo aumentado de insuficiencia cardiaca crénica en un sujeto,
comprendiendo el método:

determinar el perfil de expresion de las secuencias de micro-ARN en una muestra de suero previamente obtenida
de dicho sujeto, comprendiendo dichas secuencias de micro-ARN la SEQ ID NO: 13, o una secuencia que tiene al
menos aproximadamente un 80 % de identidad con la misma; y

comparar dicho perfil de expresion con un perfil de expresion de referencia,

en el que un nivel de expresion relativamente alto de la secuencia de micro-ARN que comprende la SEQ ID NO: 13
o que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad con la misma en el perfil de expresiéon determinado
en la muestra de suero, en comparacion con dicho perfil de expresiéon de referencia, es diagnéstico de riesgo
aumentado de insuficiencia cardiaca cronica.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el perfil de expresién determinado comprende ademas el nivel de
expresion de al menos una secuencia de micro-ARN seleccionada de las SEQ ID NO: 1-12, 14-48 y 94-146, o una
secuencia que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad con la misma.

3. El método de la reivindicacién 2, en el que niveles de expresion relativamente altos de secuencias de micro-ARN
seleccionadas de las SEQ ID NO: 1-12, 14-39, 94-97 y 119-122, o de secuencias que tienen al menos
aproximadamente un 80 % de identidad con las mismas, en comparacion con el perfil de expresion de referencia, son
diagnésticos de riesgo aumentado de insuficiencia cardiaca.

4. El método de la reivindicacion 2, en el que niveles de expresion relativamente bajos de secuencias de micro-ARN
seleccionadas de las SEQ ID NO: 40-48, 98-118 y 123-146, o secuencias que tienen al menos aproximadamente un
80 % de identidad con las mismas, en comparacién con el perfil de expresion de referencia, son diagnosticos de riesgo
aumentado de insuficiencia cardiaca cronica.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que los niveles de expresion de la secuencia de
micro-ARN se determinan por hibridacion de acidos nucleicos, amplificacion de acidos nucleicos o una combinacién
de los mismos.

6. El método de la reivindicacién 5, en el que el método de amplificacion de acidos nucleicos es PCR en tiempo real.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que la PCR en tiempo real comprende el uso de cebadores directos e inversos,
y en donde los cebadores directos comprenden una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO: 49-66, 86-89, 147-
171, o una secuencia que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad con las mismas.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que el método de PCR en tiempo real comprende ademas el uso de una
sonda.
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Figura 1A
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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