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DESCRIPCION

Identificacién y utilizacién de los miARN implicados en la diferenciacién de células procedentes de una leucemia
mieloide.

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para identificar agentes terapéuticos para el tratamiento de
la leucemia mieloide, a un procedimiento para identificar los miARN implicados en la diferenciacién de células leu-
cémicas mieloides y a la utilizacién de miARN o de secuencias complementarias a los miARN para fabricar un
medicamento destinado al tratamiento de la leucemia mieloide.

El término “silenciamiento por ARN” se refiere a los mecanismos de represion de la expresion de un gen mediados
por un ARN y que utilizan interacciones especificas de secuencia. En las plantas y los animales, existen principalmente
dos vias distintas de regulacion post-transcripcional de la expresion génica que utilizan dos tipos diferentes de ARN
pequeiios.

Por una parte, estan los siARN (ARN de interferencia cortos) que son ARN pequefios de doble hebra (ARNdb) de
21 a 26 nucleétidos (nt) de longitud y que actian como mediadores especificos de secuencia para la degradacion de
ARNm durante el mecanismo de ARN de interferencia (iARN). En la Drosophila, estos siARN se obtienen de ARNdb
por la accién de una enzima de tipo ARNasa III denominada DICER. Los siARN formados se asocian entonces
al complejo proteico RISC (Complejo Silenciador Inducido por ARN) que posee una actividad endonucleasa. El
complejo RISC/siARN formado puede cortar de forma especifica las moléculas de ARN citoplasmatico que presentan
una identidad de secuencia con el siARN presente en el complejo. En las plantas y los animales, este mecanismo
juega un papel defensivo importante. Este mecanismo, mediante la represién de la proliferacién de los elementos
transponibles, estd implicado igualmente en el mantenimiento de la integridad del genoma.

Por otra parte, estdn igualmente los miARN (micro ARN) que son ARN pequefios con una hebra extremadamente
conservados durante la evolucién y que tienen una longitud de aproximadamente 20 nucledtidos. Los miARN se
generan como los siARN, a saber, a partir de un precursor de doble hebra madurado por la enzima DICER. Un mismo
ARN precursor codifica varios miARN. As{, los miARN miR-19b, miR-92, miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b,
miR-20 y miR-91 estdn codificados por el mismo ARN precursor. Asimismo, los miARN miR-23, miR-24 y miR-
27 estan igualmente codificados por un mismo ARN precursor Sin embargo, los miARN presentan no obstante un
determinado ndmero de diferencias con los siARN. Asi, los miARN son moléculas con una hebra mientras que los
siARN son moléculas de doble hebra. Aunque el miARN miR-196 sea capaz de escindir el ARNm Hox8 (YEKTA et
al., Science, vol. 304, p: 594-596, 2004; MANSFIELD, Nat. Genet., vol. 36(10), p: 1079-83, 2004), la mayor parte de
los miARN animales no inducen la escision endonucledtica de los ARN diana. Por el contrario, los miARN animales
inhiben en general la traduccién de los ARN diana hibridando con su secuencia 3’ UTR (regién no traducida) mediante
un mecanismo todavia desconocido (para una revision, véase BARTEL D.P., Cell, vol. 116, p: 281-297, 2004). Por
ello, los miARN animales, a diferencia de los miARN vegetales, presentan una homologia de secuencia parcial con sus
dianas que podria justificar las diferencias de su modo de accién. Finalmente, a diferencia de los siARN, los miARN
no parecen estar implicados en los mecanismos de defensa sino mds bien de desarrollo y, mas particularmente, de
diferenciaciéon. En efecto, la expresion de un miARN especifico (miR-181) en las células madre hematopoyéticas
en cultivo e in vivo aumenta la fraccién de los linfocitos B, lo que sugiere una implicacién de este miARN en la
diferenciacion de las células hematopoyéticas en linfocito B (CHEN et al., Science, vol. 303 (5654p, p: 83-6). Una
indicacién indirecta de la importancia de los miARN en los procesos de desarrollo en los animales lo proporciona
una parada de la embriogénesis, asociada a defectos precoces de los procesos de diferenciacién, en ratones en los que
se ha mutado el gen que codifica DICER (BERSTEIN et al., Nat. Genet., vol. 35, p: 215-7, 2003). A partir de estas
diferentes observaciones, se ha propuesto un modelo del mecanismo de desarrollo en el que, para cada tipo celular
particular y en un estadio de desarrollo determinado, un conjunto de miARN especificos influye en la expresion de
una fraccién determinada del transcriptoma (BARTEL D.P., 2004, citado anteriormente).

Debido al vinculo entre la expresion de los miARN y los procesos de diferenciacidn, el perfil de expresion de los
miARN durante la cancerogénesis suscita actualmente un interés creciente. Asi, se ha demostrado que el miARN let-
7 esta subexpresado en los canceres de pulmén humanos y su sobreexpresion en una linea celular de adenocarcinoma
de pulmoén inhibe el crecimiento celular in vitro (TAKAMIZAWA et al., Cancer Res., vol. 64, p: 3753-3756, 2004).

La leucemia esta calificada como cédncer de la sangre y se caracteriza por una proliferacién de los leucocitos. La
leucemia puede ser aguda y conllevar la muerte del paciente en algunas semanas o algunos meses. Esta enfermedad
puede evolucionar en una forma linfocitaria o en una forma mieloide segin el origen de las células. La forma linfocita-
ria resulta de una hiperproliferacién de los progenitores implicados en la via de diferenciacién linfoide, mientras que la
forma mieloide resulta de una hiperproliferacion de los progenitores implicados en la via de diferenciacion mieloide.
En lo que se refiere mds particularmente a las leucemias mieloides, éstas se tratan con una combinacién de diversos
agentes farmacoldgicos que permiten la diferenciacion y la apoptosis consecutiva de las células cancerosas. Sin em-
bargo, aparecen frecuentemente fenémenos de resistencia al tratamiento que disminuyen otro tanto las oportunidades
de curacion del paciente.

La leucemia aguda mieloide de tipo 3 (LAM3) o también leucemia aguda promielocitaria (LAP) representa cerca
del 10% de los casos de leucemia aguda mielocitaria. Las células cancerosas procedentes de LAM3 se caracterizan
por un bloqueo de la granulopoyesis (via de diferenciacién de los granulocitos) en el estadio promielocito (DE THE
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y CHELBIALIX, Oncogene, vol. 20, p: 7136-9, 2001). Las células bloqueadas en un estadio precoz de diferencia-
cién contintian proliferando y se acumulan en la médula dsea. A veces, esta acumulacion de células se extiende a
la circulacién sanguinea periférica provocando la mayoria de las veces la muerte de los pacientes por coagulacién
intravascular diseminada. A nivel molecular, la translocacién cromosémica t(15;17) estd asociada especificamente a
este tipo de leucemia y conduce a la sintesis de una proteina de fusién entre el receptor « del 4cido retinoico (RAR«)
y la proteina PML. Esta proteina de fusién, denominada PML-RARGe, interfiere negativamente con el RARa. Esta
interferencia conlleva un bloqueo de la diferenciacién de las células en el estadio promielocito. El tratamiento clinico
de esta leucemia utiliza agentes que inducen la diferenciacion celular (BENOIT er al., Oncogene, vol. 20, p: 7161-
7177, 2001). Uno de los agentes terapéuticos anticancerosos mas utilizados para el tratamiento de la LAM3 es el
acido retinoico fodo trans o ATRA. El ATRA permite la remisién de la enfermedad restaurando la diferenciacion de
las células leucémicas y conlleva de forma consecutiva su muerte por apoptosis. Sin embargo, como para las demds
leucemias mieloides, aparecen fendmenos de resistencia que muestran los limites de la utilizacién de ATRA solo en
la terapia anticancerosa. Actualmente, se estdn estudiando diferentes combinaciones para desarrollar protocolos mas
eficaces.

Consecuentemente, existe una necesidad urgente de identificar nuevas moléculas que presentan una accion tera-
péutica frente a las leucemias mieloides, de nuevos protocolos de tratamiento eficaces y ademds de evaluar la eficacia
de un tratamiento en un paciente que padece leucemia mieloide.

De forma inesperada, los inventores han podido demostrar que la diferenciacién de células cancerosas procedentes
de una leucemia mieloide esta acompafiada de una modificacién de la expresion de los miARN vy, en particular, que la
diferenciacion de células cancerosas procedentes de una leucemia mieloide aguda de tipo 3 (LAM3) estd acompanada
de una modificacién de la expresion de los miARN miR23a (SEQ ID NO: 9, AUCACAUUGCCAGGGAUUUCCA),
miR27a (SEQ ID NO: 11, UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC) y miR24-2 (SEQ ID NO: 12, TGGCTCAGTTCAG
CAGGAAQC) codificados por un mismo ARN precursor (véase la figura 1) de secuencia SEQ ID NO: 13 (figura 2).

Respecto a la implicacién de los miARN en los procesos de diferenciacién durante la embriogénesis, la correlacién
existente entre la expresion de los miARN y la diferenciacion de las células derivadas de la leucemia mieloide sugiere
que los miARN estan implicados igualmente en el mecanismo de diferenciacién de las células derivadas de la leucemia
mieloide.

Los inventores han podido confirmar esta implicacién de los miARN en el mecanismo de diferenciacién de las
células derivadas de la leucemia mieloide y ponen de manifiesto la inhibicién de esta diferenciacién en respuesta a una
sobreexpresion del ARN precursor de secuencia SEQ ID NO: 13.

Consecuentemente, la presente invencion tiene por objeto un procedimiento in vitro para identificar agentes tera-
péuticos o combinaciones de agentes terapéuticos eficaces para inducir la diferenciaciéon de células leucémicas mie-
loides, caracterizado porque comprende las etapas de:

1) poner en cultivo células procedentes de una leucemia mieloide,
ii) adicién de al menos un compuesto al medio de cultivo de dicha linea celular,

iii) andlisis de la evolucién del nivel de expresion de al menos un miARN codificado por el ARN precursor de
secuencia SEQ ID NO: 13 entre las etapas (i) y (ii),

iv) identificacién de los compuestos o combinaciones de compuestos que conllevan una modificacién del nivel de
expresion de dicho miARN entre las etapas (i) y (ii).

La etapa (i) de poner en cultivo células procedentes de una leucemia mieloide puede efectuarse segin las téc-
nicas muy conocidas por el experto en la técnica. Los protocolos para poner el cultivo que se pueden utilizar en el
procedimiento segtin la invencion estdn descritos principalmente en BENOIT et al. (2001, citado anteriormente).

Segin un modo de realizacién preferido, el procedimiento segin la invencién permite identificar agentes terapéu-
ticos o combinaciones de agentes terapéuticos eficaces para tratar una leucemia mieloide asociada a un bloqueo de la
granulopoyesis y, particularmente, para tratar una leucemia mieloide asociada a un bloqueo en el estadio promielocito
tal como la LAM3. Las células utilizadas en el procedimiento de la invencién pueden obtenerse de una leucemia mie-
loide aguda asociada a un bloqueo de la granulopoyesis y, particularmente, de una leucemia mieloide asociada a un
bloqueo de las células en el estadio promielocito tal como la LAM3.

Ventajosamente, las células utilizadas pueden ser las células de la linea celular NB4 o una linea celular derivada
de ésta tltima, pudiendo elegirse dicha linea derivada entre las lineas celulares NB4-LR1 y NB4-LR2 (RUCHAUD
et al., 1994, citado anteriormente). Un protocolo para poner en cultivo la linea celular NB4 o sus lineas derivadas se
describe principalmente en BENOIT e al. (2001, citado anteriormente).
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La linea promielocitaria humana NB4 se ha aislado a partir de una extraccién de médula 6sea de una paciente
que padece una leucemia aguda promielocitaria (BENOIT et al., 2001, citado anteriormente). Estas células portan la
translocacion t(15;17) y tienen la capacidad de diferenciarse en granulocitos neutréfilos bajo el efecto de ATRA.

Las lineas NB4-LR1 y NB4-LR2, que se derivan de la linea NB4, presentan una resistencia a la diferenciacion
inducida por ATRA. Para la linea NB4-LR1, si la respuesta transcripcional de ATRA se mantiene, su diferenciacién
necesita un tratamiento conjunto ATRA/AMPc. El estudio de este mecanismo de resistencia ha permitido identificar
una alteracion de las vias de sefializacién de membrana en esta linea que conlleva un bloqueo de los procesos de
maduracién engranados normalmente por ATRA. Para la linea celular NB4-LR2, sus células expresan una proteina
PML-RAR« que esté truncada en su parte RAR«. Esta mutacién que estd localizada en el dominio de unién al 4cido
retinoico de PML-RARa hace que estas células sean insensibles a ATRA y a una mezcla ATRA/AMPc. La restauracién
de la diferenciacion necesita la cooperacién entre las vias de sefializacién de los rexinoides, tal como FR 11237 0 B
M S 749 (agonistas estrictos de RXR (receptor nuclear del retinoide X) y AMPc. Como el RARa no es funcional, es
igualmente posible utilizar el dcido retinoico 9-cis, agonista a la vez de RAR y de RXR, para inducir diferenciacién
dependiente de RXR.

Ventajosamente ademds, las células que se ponen en cultivo en la etapa i) pueden proceder de una extraccidn,
principalmente de una extraccién sanguinea, de una persona que padece leucemia mieloide. Los protocolos para poner
en cultivo dichas células son muy conocidos por el experto en la técnica y se describen principalmente en LANOTTE
et al. (Blood, vol. 77, p: 1080-1086, 1991).

Segtin un modo de realizacién preferido de la invenciodn, el o los compuestos que pueden utilizarse en la etapa (ii)
del procedimiento segtin la invencion pueden ser de cualquier naturaleza, principalmente proteica, glucidica o lipidica.
El experto en la técnica puede asi ensayar sencillamente y rdpidamente en el procedimiento segin la invencion los
compuestos que €l considera que podrian presentar un efecto sobre la diferenciacion de las células procedentes de una
leucemia mieloide.

Segin otro modo de realizacion preferido de la invencién, el o los compuestos utilizados en la etapa (ii) del
procedimiento segtin la invencién pueden ser agentes terapéuticos utilizados en el tratamiento de otras enfermedades
y, més particularmente, en el tratamiento de otros cdnceres. El experto en la técnica puede asi ensayar sencillamente
y rdpidamente en el procedimiento segtn la invencidn los agentes terapéuticos conocidos en el tratamiento de otras
patologias y que €l considera que podrian presentar un efecto sobre la diferenciacion de las células procedentes de una
leucemia mieloide.

Segin otro modo de realizacion preferido de la invencion, el o los compuestos utilizados en la etapa (ii) del proce-
dimiento segun la invencion pueden ser agentes terapéuticos utilizados en el tratamiento de la leucemia mieloide. El
procedimiento segin la invencién permite determinar las dosis y/o las combinaciones 6ptimas de agentes terapéuticos
para obtener una diferenciacion de las células. Como ejemplo de dichos agentes terapéuticos, se pueden citar princi-
palmente AMPc, arsénico, interferones, TNF, dcido retinoico y los derivados de los retinoides, tal como ATRA y los
rexinoides.

El compuesto afadido en la etapa (ii) del procedimiento segun la invencién puede afiadirse directamente al medio
de cultivo celular a una concentracién que puede estar comprendida entre 1 pM y 1 M, preferentemente entre 1 nM y
100 mM y de manera particularmente preferida entre 100 nM y 1 mM.

La etapa (iii) puede efectuarse segun las técnicas de andlisis conocidas por el experto en la técnica. Por ejemplo,
esta etapa puede utilizar la técnica de transferencia northern, de proteccién con RNasa, de RT-PCR cuantitativa o
utilizar microchips de ADN que integran los oligonucleétidos complementarios a los miARN. Preferentemente, es-
ta etapa de andlisis puede utilizar la técnica de transferencia northern segun el protocolo descrito en LLAVE et al.
(Plant Cell., vol. 14, p: 1605-1619, 2002). Para aplicar dicho andlisis, los ARN de las células que se ponen en cultivo
en la etapa (i), antes y después de la adicién de un agente terapéutico en la etapa (ii), pueden extraerse segun las
técnicas de extraccidon conocidas por el experto en la técnica. En particular, las tomas de células pueden efectuarse
diariamente. Los ARN purificados pueden depositarse en un gel de electroforesis. Después de la migracién del gel
de electroforesis y de la transferencia de los ARN a una membrana, la membrana puede hibridarse con una sonda
marcada, fria (biotina, etc.) o radiactiva (P*?, P¥, etc.), que presenta una secuencia complementaria en todo o en parte
con el ARN precursor de secuencia SEQ ID NO: 13 o con al menos un miARN codificado por este precursor. La
secuencia de la sonda presenta una longitud superior o igual a 10 nucleétidos, preferentemente a 15 nucleétidos y de
manera particularmente preferida a 20 nucleétidos. La secuencia de la sonda es complementaria en todo o en parte a
la secuencia del ARN precursor SEQ ID NO: 13, preferentemente a la secuencia de al menos un miARN codificado
por este precursor y de manera particularmente preferida a al menos un miARN elegido entre miR23a (SEQ ID NO:
9), miR27a (SEQ ID NO: 11) y miR24-2 (SEQ ID NO: 12). Después de la hibridacién y lavado de la membrana,
la sefal de hibridacién correspondiente al miARN analizado puede cuantificarse segun las técnicas muy conocidas
por el experto en la técnica, principalmente utilizando un phosphoimager®. La sefial de hibridacién obtenida con
una sonda complementaria a este miARN puede normalizarse con la sefial de hibridacién obtenida con una sonda
complementaria a un transcrito expresado de forma constitutiva en las células, tal como el ARN 28S. El valor norma-
lizado obtenido para cada extraccion corresponde al nivel de expresion del miARN en las células para cada condicién
ensayada.
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Segtin un modo de realizacién particular del procedimiento segtin la invencion, las células utilizadas en la etapa (i)
pueden transfectarse previamente utilizando las técnicas conocidas por el experto en la técnica con una construccién
que contiene un gen informador, tal como el gen de la GFP y potencialmente un gen de resistencia, tal como un
gen de resistencia a la higromicina o a la neomicina. El gen informador contiene ademds al menos una secuencia
complementaria en todo o en parte a la secuencia del ARN precursor SEQ ID NO: 13, preferentemente a al menos una
secuencia de un miARN codificado por este precursor y, de manera particularmente preferida, a al menos un miARN
elegido entre miR23a (SEQ ID NO: 9), miR27a (SEQ ID NO: 11) y miR24-2 (SEQ ID NO: 12). Ventajosamente,
dichas secuencias complementarias tienen una longitud comprendida entre 10 y 100 nucleétidos, preferentemente
entre 15 y 50 nucledtidos y, de manera particularmente preferida, entre 18 y 25 nucleétidos. Los protocolos que
permiten la obtencién de dicha construccién son conocidos por el experto en la técnica; un protocolo como éste esta
descrito principalmente para los siARN en MANSFIELD et al. (2004, citado anteriormente). La utilizacion de dicha
construccién permite simplificar considerablemente el andlisis del nivel de expresién de los diferentes miARN ya
que no necesita la extracciéon de los ARN. En efecto, se ha demostrado que un miARN animal es capaz de inducir
la escisién de un ARN cuando éste ultimo presenta una secuencia perfectamente complementaria al miARN. La
expresion del gen informador, principalmente GFP, estd condicionada a la expresion del miARN del que esta presente
una secuencia complementaria en la secuencia que codifica el gen informador. Asi, segtn si el agente terapéutico
induce una disminucién o un aumento del ARN precursor o de al menos un miARN codificado por éste, se observard
un aumento o una disminucién de la expresion del gen informador, respectivamente. El seguimiento de la expresién
del gen informador podrd hacerse segin las técnicas conocidas por el experto en la técnica y principalmente en el caso
de GFP siguiendo la emision de fluorescencia de las células transfectadas.

La etapa (iv) consiste en la identificacion de los compuestos o de las combinaciones de compuestos que conllevan
un aumento y/o una disminucién del nivel de expresiéon del ARN precursor SEQ ID NO: 13 o de al menos un miARN
codificado por este precursor, preferentemente de un miARN elegido entre miR23a (SEQ ID NO: 9), miR27a (SEQ
ID NO: 11) y miR24-2 (SEQ ID NO: 12).

Segtin un modo de realizacién particular de la invencion, la etapa (iv) consiste en la identificacién de los compues-
tos o de las combinaciones de compuestos que conllevan una disminucién del nivel de expresion de al menos uno de
dichos miARN. En este modo de realizacidn, la disminucién del nivel de expresion de al menos uno de dichos miARN
puede aparecer entre el dia siguiente a la adicion del agente terapéutico (D1) y el cuarto dia de tratamiento (D4).

Un segundo procedimiento descrito mds adelante se refiere a un procedimiento in vitro para identificar los miARN
asociados a la diferenciacién de las células derivadas de una leucemia mieloide, caracterizado porque comprende las
etapas de:

i) poner en cultivo una linea celular procedente de una leucemia mieloide,
ii) adicién, en el medio de cultivo, de al menos un compuesto que induce la diferenciacion de dicha linea celular,

iii) andlisis de la evolucién del nivel de expresién de al menos un miARN o de un precursor de miARN entre las
etapas (i) y (ii),

iv) identificacién de los miARN que presentan una variacion de su perfil de expresion durante la diferenciacion.

La etapa de poner en cultivo (i) las células procedentes de una leucemia mieloide puede efectuarse como se ha
descrito anteriormente.

El procedimiento descrito permite identificar los miARN cuya expresion estd asociada a la diferenciacion de células
derivadas de una leucemia mieloide asociada a un bloqueo de la granulopoyesis de dichas células, preferentemente
asociada a un bloqueo en el estadio promielocito tal como la LAM3.

Ventajosamente, la linea celular procedente de una leucemia mieloide asociada a un bloqueo de la granulopoyesis
puede ser la linea celular NB4 o las lineas derivadas de ésta, principalmente las lineas NB4-LR1 y NB4-LR2 descritas
anteriormente. La puesta en cultivo de dichas lineas celulares puede efectuarse como se describe en BENOIT et al.
(2001, citado anteriormente).

La etapa (ii) de adiciéon de compuestos que inducen la diferenciacién puede utilizar agentes terapéuticos que se
utilizan actualmente en el tratamiento del cancer y, preferentemente, en el tratamiento de la leucemia mieloide. Como
ejemplo de agentes terapéuticos que pueden utilizarse en la etapa (ii) del procedimiento segin la invencién, se pueden
citar principalmente AMPc, arsénico, interferones, TNF, 4cido retinoico y los derivados de los retinoides, tal como
ATRA, rexinoides. El agente terapéutico utilizado puede afiadirse directamente al medio de cultivo celular a una
concentracién comprendida entre 1 pM y 1 M, preferentemente entre 1 nM y 100 mM y, de manera particularmente
preferida, entre 100 nM y 1 mM.

Los compuestos inductores de la diferenciacion para la linea NB4 pueden elegirse entre ATRA y una mezcla
ATRA/AMPc. Para obtener una diferenciacién de dichas células, la concentracién de ATRA utilizada puede estar
comprendida entre 1 nM y 1 mM, preferentemente entre 10 nM y 100 M, de manera particularmente preferida
entre 100 nM y 10 uM. El ATRA también puede utilizarse en combinacién con AMPc presente a una concentracién
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comprendida entre 100 nM y 100 mM, preferentemente 1 uM y 10 mM, de manera particularmente preferida entre 10
My 1 mM.

Segtin un segundo modo de realizacién preferido de la invencién, un compuesto inductor de la diferenciacién para
la linea NB4-LR1 puede ser una mezcla ATRA/AMPc. Las concentraciones preferidas para estos agentes terapéuticos
son las mismas que las descritas anteriormente.

Un compuesto inductor de la diferenciacién para la linea NB4-LR2 puede ser una mezcla AMPc/rexinoides, tal
como una mezcla AMPc/F R 11237 o AMPc/B M S 749 o una mezcla AMPc/acido retinoico 9-cis. Para obtener una
diferenciacion de dichas células, la concentracion de rexinoides, tal como F R 11237 o AMPc¢/B M S 749 o de acido
retinoico 9-cis puede estar comprendida entre 1 nM y 1 mM, preferentemente entre 10 nM y 100 uM, de manera
particularmente preferida entre 100 nM y 10 uM. Las concentraciones preferidas para el AMPc son las mismas que
las descritas anteriormente.

La etapa (iii) de andlisis puede efectuarse como se ha descrito anteriormente, pero utilizando como sonda las
secuencias complementarias a la secuencia de al menos un miARN. Las secuencias de los miARN se describen prin-
cipalmente en la solicitud WO 03/029459 o en el sitio de internet http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/
index.shtml.

Como control interno, se podra utilizar una sonda complementaria en todo o en parte a la secuencia del ARN
precursor SEQ ID NO: 7 (véase la figura 3), preferentemente a al menos un miARN codificado por este precursor v,
de manera particularmente preferida, a al menos un miARN elegido entre miR-17 (SEQ ID NO: 1), miR-18 (SEQ ID
NO: 2), miR-19a (SEQ ID NO: 3), miR-19b (SEQ ID NO: 4), miR-20 (SEQ ID NO: 5), miR-91 (SEQ ID NO: 8) y
miR-92 (SEQ ID NO: 6).

La etapa (iv) consiste en la identificacion de los miARN que presentan una variacién de su perfil de expresion
durante la diferenciacion de la linea celular utilizada.

Segin un modo de realizacion preferido, la etapa (iv) consiste en la identificacién de los miARN que presentan
un perfil de expresion idéntico o similar a al menos un miARN codificado por el ARN precursor SEQ ID NO: 7,
preferentemente a al menos un miARN elegido entre miR-17 (SEQ ID NO: 1), miR-18 (SEQ ID NO: 2), miR-19a
(SEQ ID NO: 3), miR-19b (SEQ ID NO: 4), miR-20 (SEQ ID NO: 5), miR-91 (SEQ ID NO: 8) y miR-92 (SEQ ID
NO: 6).

Por miARN que presenta un perfil de expresion idéntico al de al menos un miARN codificado por el ARN precursor
SEQ ID NO: 7, se entiende un miARN en el que las variaciones del nivel de expresion siguen la misma cinética y
con la misma amplitud que las de al menos un miARN codificado por el ARN precursor SEQ ID NO: 7 durante la
diferenciacién de las células de la linea celular utilizada y principalmente de las células de la linea celular NB4 o de
una linea celular derivada de ésta.

Por miARN que presenta un perfil de expresion similar al de al menos un miARN codificado por el ARN precursor
SEQ ID NO: 7, se entiende un miARN en el que las variaciones del nivel de expresién siguen una cinética desfasada
algunos dias, tipicamente un dia o dos, y/o con una amplitud superior o inferior a las variaciones del nivel de expresién
de al menos un miARN codificado por el ARN precursor SEQ ID NO: 7 durante la diferenciacién de las células de la
linea celular NB4 o de una linea celular derivada.

Segtin un modo de realizacién preferido del procedimiento descrito, los miARN identificados presentan un aumen-
to de su nivel de expresion en respuesta a la adiciéon de un agente terapéutico inductor de la diferenciacion, tal como
ATRA o una mezcla ATRA/AMPc, entre el dia del tratamiento (DO) y el cuarto dia de tratamiento (D4), preferente-
mente entre el primer y el tercer dia de tratamiento con dicho agente terapéutico.

Los miARN identificados presentan una disminucién de su nivel de expresién en respuesta a la adicién de un
agente terapéutico inductor de la diferenciacion, tal como ATRA, entre el segundo (D2) y el cuarto dia de tratamiento
(D4) con dicho agente terapéutico.

Otro objeto de la presente invencidn se refiere a la utilizacidn, para fabricar un medicamento destinado al trata-
miento de la leucemia mieloide, de una molécula de 4cidos nucleicos elegida entre el ARN precursor miR23a/24-2
(SEQ ID NO: 13), una secuencia derivada de dicho ARN, una secuencia complementaria a dicho ARN y una secuencia
derivada de dicha secuencia complementaria.

Ventajosamente, dicho medicamento es una molécula de 4cidos nucleicos elegida entre una secuencia complemen-
taria del ARN precursor miR23a/24-2 (SEQ ID NO: 13) y una secuencia derivada de dicha secuencia complementaria.

Segtin otro modo de realizacién preferido de la invencion, la invencidn tiene por objeto la utilizacién, para fabricar
un medicamento destinado al tratamiento de la leucemia mieloide, de al menos una molécula de 4cidos nucleicos que
presenta una secuencia elegida entre:

1) la secuencia de miR23a (SEQ ID NO: 9), una secuencia derivada de miR23a, la secuencia complementaria de
miR23a, una secuencia derivada de dicha secuencia complementaria,
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ii) la secuencia de miR27a (SEQ ID NO: 11), una secuencia derivada de miR27a, la secuencia complementaria de
miR27a, una secuencia derivada de dicha secuencia complementaria,

iii) la secuencia de miR24-2 (SEQ ID NO: 12), una secuencia derivada de miR24-2, la secuencia complementaria
de miR24-2 y una secuencia derivada de dicha secuencia complementaria.

Ventajosamente, dicho medicamento comprende una molécula de dcidos nucleicos elegida entre una secuencia
complementaria de miR23a (SEQ ID NO: 9), de miR27a (SEQ ID NO: 11) y de miR24-2 (SEQ ID NO: 12) y las
secuencias derivadas de dichas secuencias complementarias.

Preferentemente, la invencién tiene por objeto la utilizacién de al menos una de dichas moléculas de dcidos nu-
cleicos, para fabricar un medicamento destinado al tratamiento de una leucemia mieloide asociada a un bloqueo de la
granulopoyesis, y de manera particularmente preferida a un bloqueo en el estadio promielocitos, tal como la LM3.

Las moléculas de dcidos nucleicos pueden utilizarse en forma de una hebra o de doble hebra, preferentemente en
forma de una hebra. Los dcidos nucleicos pueden seleccionarse entre ADN, ARN o los dcidos nucleicos modificados
tales como los ribonucleétidos o los desoxirribonucleétidos que presentan un grupo azicar o un grupo carbonado
modificado.

Las moléculas de ARN o de ADN utilizadas en la presente invencién pueden contener igualmente uno o varios
nucledtidos modificados, es decir, un ribonucledtido o desoxirribonucledtido natural sustituido por un andlogo sintético
de un nucleétido. Dichos andlogos de nucledtidos pueden estar localizados, por ejemplo, en el extremo 3’ 6 5 de la
molécula de 4cido nucleico.

Los andlogos sintéticos de los nucledtidos preferidos se seleccionan entre los ribonucleétidos que presentan un
grupo azucar o grupo carbonado modificado. Preferentemente, los ribonucledtidos que presentan un grupo azicar
modificado presentan un grupo 2’-OH reemplazado por un grupo seleccionado entre un dtomo de hidrégeno, un ha-
16geno, un grupo OR, R, SH, SR, NH,, NHR, NR; o CN, en el que R es un grupo alquilo, alquenilo, o alquinilo de
1 a 6 carbonos y el halégeno es flior, cloro, bromo o yodo. Preferentemente, los ribonucleétidos que presentan un
grupo carbonado modificado tienen su grupo fosfoéster unido al ribonucleétido adyacente que estd reemplazado por
un grupo modificado tal como un grupo fosfotioato. Sin embargo, es posible igualmente utilizar los ribonucleétidos
que presentan un nucleo purina o pirimidina modificado. Como ejemplos de dichos nicleos modificados, se citardn
principalmente las uridinas o las citidinas modificadas en la posicién 5, tales como 5-(2-amino)propil uridina y 5-
bromo uridina, las adenosinas y guanosinas modificadas en la posicién 8, tal como 8-bromo guanosina, los nucled-
tidos desnitrogenados, tal como 7-deaza-adenosina, los nucleétidos N y O-alquilados, tal como N6-metil adenosina.
Igualmente, estas diferentes modificaciones pueden combinarse.

Las moléculas de acido nucleico utilizadas en la presente invencion pueden obtenerse por métodos de sintesis
quimica o por métodos de biologia molecular, principalmente por transcripcién a partir de matrices de ADN o de
pldsmidos aislados a partir de microorganismos recombinantes. Preferentemente, esta etapa de transcripcién utiliza
ARN polimerasas de fago tales como la ARN polimerasa T7, T3 o SP6.

Por secuencia derivada, se entiende una secuencia que presenta una identidad de al menos el 80%, preferentemente
de al menos el 90% y de manera particularmente preferida de al menos el 95% con una secuencia de referencia. La
determinacion de una identidad de secuencia se efectda segtn la férmula siguiente:

I=n/L

Donde I representa la identidad en porcentaje (%), n es el niimero de nucleétidos idénticos entre una secuencia dada
y una secuencia de miARN dada y L es la longitud de la secuencia. Los nucleétidos A, C, G y U pueden corresponder
a ribonucledtidos, desoxirribonucledtidos y/o andlogos de nucledtidos, como los andlogos sintéticos de nucledtido.
Ademads, los nucleétidos pueden estar sustituidos por nucleétidos que forman uniones de hidrégeno andlogas con una
secuencia nucleica complementaria. Asi, el nucleétido U puede estar sustituido por un nucleétido T.

Las moléculas de dcidos nucleicos utilizadas para fabricar un medicamento destinado al tratamiento de la leucemia
mieloide tienen preferentemente una longitud comprendida entre 15 y 100 nucledtidos, preferentemente entre 18 y
80 nucledtidos y de manera particularmente preferida entre 18 y 30 nucledtidos. En el caso de las moléculas de
miARN maduras, presentan una longitud comprendida entre 19 y 24 nucleétidos y mds particularmente de 21, 22 6
23 nucleétidos. Ventajosamente, la secuencia complementaria a un miARN presenta una longitud comprendida entre
19 y 24 nucleétidos. Sin embargo, es posible utilizar la secuencia derivada de un precursor de miARN de una longitud
comprendida entre 50 y 90 nucleédtidos, la mayoria de las veces entre 60 y 80 nucleétidos, pero que también puede
presentar una longitud superior a 100 nucleétidos.

La administracion de las moléculas de 4cidos nucleicos puede efectuarse por los métodos de transferencia de genes
conocidos por el experto en la técnica.
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Los métodos comunes de transferencia de genes incluyen el fosfato de calcio, DEAE-Dextrano, electroporacion,
microinyeccién, métodos virales y liposomas catiénicos (GRAHAM y VAN DER EB, Virol., vol. 52, p: 456, 1973;
McCUTHAN y PAGANQO, J. Natl. Cancer Inst., vol. 41, p: 351, 1968; CHU et al., Nucl. Acids Res., vol. 15, p. 1311;
FRALEY et al., J. Biol. Chem., vol. 255, p: 10431, 1980; CAPECCHI et al., Cell, vol. 22, p: 479, 1980; FELGNER
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 84, p: 7413, 1988).

Las moléculas de dcidos nucleicos a administrar pueden estar en la forma de una disolucién, principalmente de una
disolucién inyectable, de una crema, de un comprimido o de una suspensién. El soporte puede ser cualquier soporte
farmacéutico. Preferentemente, se utilizard un soporte capaz de mejorar la entrada de las moléculas de dcidos nucleicos
a las células. Dichos soportes incluyen principalmente los liposomas, preferentemente los liposomas catiénicos.

Una cantidad eficaz de las moléculas de dcidos nucleicos a administrar a un paciente la puede determinar sen-
cillamente un experto en la técnica. Como ejemplo, una cantidad eficaz de las moléculas de dcidos nucleicos estd
comprendida entre 0,001 mg y 10 g/kg del paciente a tratar, preferentemente entre 0,01 mg y 1 g/kg y de manera
particularmente preferida entre 0,1 y 100 mg/kg.

Los ejemplos siguientes se proporcionan como ilustracién y no pretenden limitar el alcance de la presente inven-
cién.

Ejemplo 1
Diferenciacion de las células NB4 y NB4-LR1 en presencia de ATRA y/o de AMPc

Las células de la linea celular NB4 y de la linea celular NB4-LR1, resistente a la maduracién por ATRA solo,
se cultivaron como se describe en LANOTTE et al. (1991, citado anteriormente) y en RUCHAUD et al. (Proc. Natl.
Acad. Sci., vol. 91, p: 8428-8432, 1994). Las células se trataron durante 4 dias en presencia de 1 uM de 4cido retinoico
todo trans (ATRA, SIGMA-ALDRICH) solo o con la adicién de 100 uM de un andlogo de AMPc (8-CPT-AMPc-
SIGMA-ALDRICH).

La proliferacién celular se determiné diariamente por contaje de las células utilizando un contador de células
(BECKMAN COULTER FRANCIA SA) del dia 0, después de la adicion del agente terapéutico, al dia 4. Los resulta-
dos muestran que los diferentes tratamientos inducen una disminucién de la proliferacién.

Paralelamente, la evolucién de la diferenciacion se determind diariamente durante el tratamiento. La diferenciacién
granulocitica se evalu6 simultdneamente segtin criterios morfoldgicos y bioquimicos. El andlisis morfolégico se efec-
tué después de una tincién de May-Griinwald. El andlisis bioquimico se efectué por un ensayo de coloracién basado
en la reduccién de NBT (azul de nitro tetrazolio) que permite medir la capacidad oxidativa de las células maduras para
reducir el colorante NBT. A este efecto, 0,5 a 1 x 10° células se centrifugaron durante 5 min a 190 g, el sedimento
celular se recogi6 en 200 ul de tampén salino fosfato (PBS) con NBT (SIGMA ALDRICH, 1 mg/ml) y PMA (Forbol
12-miristato-13-acetato, SIGMA, 107"M) y se incub6 20 minutos a 37°C. Las células se recogieron en ldminas por
centrifugacién Cytospin® y se observaron con microscopio de contraste de fase. Se examiné un minimo de 200 células
por ldmina bajo microscopio dptico y se calculé un porcentaje de diferenciacidn sobre la base del nimero de células
NBT positivas. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla I siguiente:

TABLA I
Linea Tratamiento |Evolucion del porcentaje de células diferenciadas durante el
celular tratamiento (en dias)
0 1 2 3 4

NB4 ATRA 0% 6% 20% 43% 95%

ATRA+AMPc | 0% 6% 30% 80% 100%
NB4-LR1 |ATRA 0% 0% 2% 5% 5%

ATRA+AMPc | 0% 5% 25% 75% 95%

Los resultados muestran que el co-tratamiento ATRA/AMPc permite obtener una diferenciacién de las células NB4
y NB4-LR1. En cambio, sélo las células de la linea celular NB4 se diferencian en presencia de ATRA solo. La figura
4 muestra un ejemplo de coloracidn de células NB4 con NBT antes y después de tres dias de tratamiento con ATRA.
Se observa claramente el cambio de morfologia de las células resultante de su diferenciacion.
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Ejemplo 2

Expresion de los miARN durante la diferenciacion de las células NB4 inducida por ATRA

En una primera serie de experimentos, se evalud la expresion de diferentes miARN durante la diferenciacién de las
células NB4 en presencia o en ausencia de ATRA. Se determind principalmente la expresion de los miARN siguientes:

miR23a (SEQIDNO :9) AUCACAUUGCCAGGGAUUUCCA
miR27a (SEQIDNO:11) UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
miR24-2  (SEQIDNO:12) UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
miR15a (SEQIDNO:14) UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
miR16 (SEQIDNO:15) UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
miR1%b (SEQIDNO :4) UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
niR92 (SEQIDNO :6) UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
miR19a (SEQIDNO:3) UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
miR20 (SEQIDNO :5) UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUA
miR17 (SEQIDNO: 1) CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAGU
miR18 (SEQIDNO:2) UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUA
miR91 (SEQIDNO :8) ACUGCAGUGAAGGCACUUGU
let-7a (SEQIDNO:17) UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
let-7d (SEQIDNO:18) AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGU
miR15b (SEQIDNO:19) WUAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
miR142S  (SEQIDNO:20) CAUAAAGUAGAAAGCACUAC
miR223 (SEQIDNO:21) UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC
miR320 (SEQIDNO:22) AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGAA
miR422b  (SEQIDNO:23) CUGGACUUGGAGUCAGAAGGCC

Entre estos miARN, algunos pertenecen a un mismo precursor, asi (A) los miARN miR-19b, miR-92, miR-17,
miR-18, miR-19a, miR-19b, miR-20, miR-91 y miR-92, (B) los miARN miR15a y miR16 y (C) los miARN miR23a,
miR27a y miR24-2 (véase la figura 1). Un modelo plantea que dichos miARN generados a partir de un mismo ARN
precursor presentan un mismo perfil de expresion (LEE et al., Embo J., vol. 21, p: 4663-4670, 2002).

Los ARN totales se extrajeron de las células de las lineas celulares NB4 tratadas o no con 1 uM de ATRA en los
mismos intervalos de tiempo que en el ejemplo 1 y utilizando el kit Tri-Reagent® (SIGMA) segtin las instrucciones del
fabricante. El andlisis por northern de los ARN de bajo peso molecular se efectué como se describe en LLAVE et al.
(2002, citado anteriormente). Todos los experimentos de northern se efectuaron en duplicado. Los oligonucleétidos de
ADN complementarios a las secuencias de los miARN analizados se marcaron en su extremo con ATP y-P*? utilizando
la polinucleétido quinasa T4 (NEW ENGLAND BIOLABS) segtn las instrucciones del fabricante.

La figura 5 muestra el perfil de expresion de los diferentes miARN analizados en las células NB4 después de 0, 1,
2, 3 y 4 dias de tratamiento. La cantidad de ARN en cada pocillo se control6 por coloracién del gel con bromuro de
etidio y visualizacion de los ARN ribosémicos (ARNr) bajo luz UV.

Los resultados muestran que la induccién de la diferenciacion de las células NB4 en presencia de ATRA induce
una modificacién de la expresion de numerosos miARN (véase la figura 5). Ademds, resulta que los miARN que
pertenecen a un mismo precursor presentan efectivamente un perfil de expresion similar en el tiempo.

De forma mads detallada, los resultados obtenidos muestran una modulacién del nivel de expresion de los miARN
miR-19b, miR-23a y miR-92 durante la diferenciacion de las células NB4 en respuesta al tratamiento con ATRA. En
el caso de miR-23a, su nivel de expresion aumenta con el tiempo en respuesta al tratamiento con ATRA.

El perfil de expresiéon de miR-19b y de miR-92 difiere del de miR-23. Este perfil de expresion corresponde a un
primer aumento del nivel de expresion de miR-19b y miR-92, inmediatamente después del tratamiento (DO) con un
maximo de expresion en el tercer dia de tratamiento. Finalmente, el nivel de expresién de miR-19b y de miR-92 cae
entre el 3 y 4° dia de tratamiento (entre D3 y D4) cuando se completa la diferenciacién de los granulocitos (véase la
tabla I). Ademas, el nivel de expresién de miR-19b y de miR-92 en el 4° dia de tratamiento es inferior a su nivel de
expresion en las células no tratadas.
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Ejemplo 3

Expresion de los miARN en las células de las lineas celulares NB4 y NB4-LRI en respuesta a un tratamiento con
ATRA

Para establecer formalmente la correlacién entre la expresion de los diferentes miARN identificados y la diferen-
ciacion en granulocitos, las células de las lineas celulares NB4 y NB4-LR1 se cultivaron en presencia o en ausencia
de ATRA como se ha descrito en el ejemplo 1.

Se efectuaron experimentos de northern segtin el protocolo descrito en el ejemplo 2. Los diferentes experimentos
de northern se realizaron con sondas complementarias a los miARN miR-23a, miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b,
miR-20, miR-23 y miR-92.

Los resultados obtenidos muestran que el perfil de expresién de miR-23 es similar en las células NB4 y NB4-LR1
en respuesta a un tratamiento con ATRA (véanse las figuras 5 y 6). En cambio, no se observa ningtin aumento de la
expresion de miR-23a en el caso de un tratamiento de las células NB4-LR2 con ATRA.

En cambio, los resultados han mostrado que los diferentes miARN miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b, miR-20
y miR-92, que estdn codificados por un mismo ARN precursor, presentan un perfil de expresién diferente entre las
células NB4 y NB4-LR1 en respuesta al tratamiento con ATRA.

Ejemplo 4

Expresion de los miARN en las células de las lineas celulares NB4 y NB4-LR1 en respuesta a un tratamiento simultd-
neo con ATRA y AMPc

Para confirmar la correlacién entre la expresion de los diferentes miARN y principalmente miR-17, miR-18, miR-
19a, miR-19b, miR-20 y miR-92 y la diferenciacion en granulocitos, las células de las lineas celulares NB4 y NB4-
LRI se cultivaron en presencia o en ausencia de ATRA/AMPc como se ha descrito en el ejemplo 1. Después de un co-
tratamiento ATRA/AMPc, se restaura la diferenciacién de las células de la linea celular NB4-LR1 en granulocitos.

Se efectuaron experimentos de northern segun el protocolo descrito en el ejemplo 2. Los diferentes experimentos
de northern se realizaron con sondas complementarias a los miARN miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b, miR-20 y
miR-92.

Los resultados han mostrado que el perfil de expresion de estos diferentes miARN es idéntico entre las células
NB4 y NB4-LR1 en respuesta al co-tratamiento ATRA/AMPc. Sin embargo, el perfil de expresion de estos miARN
difiere del observado en las células NB4 en respuesta al tratamiento con ATRA solo. En respuesta al co-tratamiento
ATRA/AMPc, los miARN miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b, miR-20 y miR-92 muestran un efecto maximo de
expresion en el 2° dia de tratamiento, después una disminucién importante de su nivel de expresion entre el 2° y el 3¢
dia de tratamiento y finalmente su nivel de expresion inicial se restablece entre el 3" y el 4° dia de expresion.

La induccién y la caida consecutiva del nivel de expresién de los miARN miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b,
miR-20 y miR-92 se produce por lo tanto de manera mds precoz en respuesta al co-tratamiento ATRA/AMPc (respecto
al tratamiento con ATRA solo), al igual que la diferenciacién de las células NB4 en granulocitos (véase la tabla I).

Los resultados obtenidos confirman, por lo tanto, la correlacién entre la expresiéon de determinados miARN y
principalmente los miARN miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b, miR-20 y miR-92 y la diferenciacién de las células
NB4 y NB4-LR1 en granulocitos. Ademads, la cinética diferente de la expresion de los miARN estudiados entre el
tratamiento con ATRA vy el co-tratamiento ATRA/AMPc puede justificarse por la cinética diferente de diferenciacién
entre los dos tratamientos. Finalmente, la cinética de la expresion de los miARN miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b,
miR-20 y miR-92 muestra, por lo tanto, sucesivamente una induccién de su expresion con el inicio de la diferenciacién
y una inhibicién de su expresion al final de la diferenciacion.

Ejemplo 5
Diferenciacion de las células NB4 en respuesta a una sobreexpresion de diferentes miARN

Para determinar la posible implicacién de algunos de los miARN analizados en la granulopoyesis, las secuencias
gendmicas que codifican el ARN precursor de secuencia SEQ ID NO: 7 que codifica los miARN miR17/92 (véase la
figura 3, la secuencia complementaria de la secuencia que codifica el ARN precursor de secuencia SEQ ID NO: 7 se
representa en la figura 8, SEQ ID NO: 10), el ARN precursor de secuencia SEQ ID NO: 13 que codifica los miARN
miR23a/24-2 y el ARN precursor de secuencia SEQ ID NO: 16 (véase la figura 7) que codifica los miARN miR16/15a
se clonaron en posicién 5’ respecto al sitio interno de entrada ribosomal (IRES) del vector MIE (MSCV IRES EGFP
(proteina verde fluorescente amplificada), SYSTEMIX) como se describe en CHANGCHUN et al. (Blood, vol. 94(2),
p: 793-802, 1999). La produccién de sobrenadantes que contienen los diferentes retrovirus MIE- miARN (conteniendo
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MIE principalmente la secuencia genémica SEQ ID NO: 10 bajo el control de un promotor pol II) en la linea celular
Bosc 23 (PEAR et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 90, p8392-8396, 1993) se efectué como se describe en LAVAU
et al. (EMBO J., vol. 16, p: 4226-4237, 1997). Las células de la linea celular NB4 se infectaron con los diferentes
retrovirus seleccionados segtin el protocolo descrito en CHANGCHUN et al. (1999, citado anteriormente).

Las células de la linea celular NB4 infectadas con el vector MIE solo o con los diferentes vectores MIE-miARN
se cultivan como se ha descrito en el ejemplo 1 en presencia o en ausencia de ATRA.

La evolucion de la diferenciacion se determiné diariamente para los diferentes cultivos como se ha descrito en el
ejemplo 1.

Los resultados muestran que a diferencia de las células infectadas con los vectores MIE solo, MIE-miR17/miR92
y miR15a/16, los cuales se diferencian al cabo de cuatro dias de cultivo en presencia de ATRA, las células infectadas
con el vector MIE-miR23a/miR24-2 no se diferencian en las mismas condiciones (véanse las figuras 9 y 10).

Con el fin de confirmar la sobreexpresion de los miARN en las células NB4 infectadas, se efectuaron experimentos
de northern segiin el protocolo descrito en el ejemplo 2. Los diferentes experimentos de northern se realizaron con
sondas complementarias a los miARN miR-23a, miR16 y miR-92.

Los resultados confirman que las células infectadas con los vectores MIE- miARN presentan un nivel de expresion
para los miARN codificados por el vector MIE- miARN utilizado para infectarlas (véase la figura 11).

Consecuentemente, y de forma inesperada, los resultados sugieren que los miARN miR23a, miR27a y miR24-2
estan implicados potencialmente en la diferenciacién de las células NB4 en presencia de ATRA y mds precisamente
que estos miARN regulan “negativamente” la via de diferenciacion de la granulopoyesis en las células NB4.

Ejemplo 6

Diferenciacion de las células NB4 en respuesta a una sobreexpresion de diferentes miARN codificados por el precursor
miR23a/24-2

Para determinar individualmente la implicacién de los diferentes miARN codificados por el precursor miR23a/24-
2 en la granulopoyesis inducida por ATRA, la secuencia genémica que codifica el ARN precursor de secuencia SEQ
ID NO: 13 que codifica los miARN miR23a/24-2, asi como diferentes construcciones que presentan una delecion para
uno o dos miARN codificados por este tltimo (A24A27, A24, A23A24, A23, A23A27 y A27) se clonaron en posicién
5’ respecto al sitio interno de entrada ribosomal (IRES) del vector MIE como se ha descrito anteriormente.

Las células de la linea celular NB4 se infectaron con estos diferentes vectores retrovirales, se seleccionaron segin
el protocolo descrito en el ejemplo 5 y se cultivaron como se ha descrito en el ejemplo 1 en presencia o en ausencia de
ATRA.

La evolucion de la diferenciacion se determind diariamente para los diferentes cultivos como se ha descrito en el
ejemplo 1.

Los resultados muestran que sélo el vector que integra el precursor completo miR23a/24-2 permite bloquear la
diferenciacion de las células NB4 en presencia de ATRA (véase la figura 12). Los experimentos de transferencia
northern efectuados segin el protocolo descrito anteriormente muestran que los vectores que codifican los precursores
truncados miR23a/24-2 permiten sin embargo obtener la sobreexpresion de los miARN efectivamente codificados por
estos ultimos (véase la figura 13).

Consecuentemente, la expresion coordinada de los miARN miR23a, miR27a y miR24-2 es necesaria para obtener
un bloqueo de la diferenciacion de las células NB4 en presencia de ATRA.

Con el fin de determinar si el precursor completo miR23a/24-2 es necesario para la inhibicién de la diferenciacién
de las células NB4 en presencia de ATRA, las células NB4 se co-infectaron con el vector MIE solo o con los vectores
MIE-A23A27 y MIE-A24 simultdneamente.

Los resultados muestran que la complementacién en trans de los diferentes miARN del precursor miR23a/24-2 no
permite bloquear la diferenciacion de las células NB4 en presencia de ATRA (véase la figura 14). Sin embargo, los ex-
perimentos de northern efectuados sobre las células infectadas segtin el protocolo descrito anteriormente muestran que
los diferentes miARN miR23a, miR27a y miR24-2 estdn sobreexpresados en las células infectadas simultdneamente
con los vectores MIE-A23A27 y MIE-A24 (véase la figura 15).

En conclusién, y de forma inesperada, estos experimentos muestran que la expresion de los miARN miR23a,

miR27a y miR24-2 simultdneamente y a partir de un mismo precursor es necesaria para inhibir la diferenciacion de
las células NB4 en presencia de ATRA.
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Ejemplo 7

Diferenciacion de las células NB4 en respuesta a una inhibicion de la expresion de los miARN miR23a, miR27a y
miR24-2

Se sintetizaron oligonucleétidos modificados quimicamente (LNA®-DNA, PROLIGO) y de secuencia complemen-
taria a miR23a, miR27a y miR24-2. Estos oligonucledtidos modificados estdn compuestos de andlogos de nucleétidos
que contienen un puente 2’-0, 4’-C metileno que permite mejorar tanto la estabilidad del oligonucleé6tido obtenido
como los rendimientos de hibridacién de éste.

Las células de las lineas celulares NB4 o NB4-LR1 se transfectaron con los oligonucledtidos sintetizados segtin el
protocolo descrito en MEISTER et al. (RNA, vol. 10(3), p: 544-50, 2004).

Las células de las lineas celulares NB4 y NB4-LR1, transfectadas o no con un oligonucle6tido complementario a
los miARN miR23a, miR27a y miR24-2, se cultivan como se ha descrito en el ejemplo 1 en presencia o en ausencia
de ATRA o de una mezcla ATRA/AMPc.

La evolucién de la diferenciacion se determind diariamente para los diferentes cultivos como se ha descrito en el
ejemplo 1.

Paralelamente, se efectuaron experimentos de northern segtn el protocolo descrito en el ejemplo 2. Los diferentes
experimentos de northern se realizaron con sondas complementarias a los miARN miR23a, miR27a y miR24-2.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2308 575 T3

REIVINDICACIONES

1. Utilizacién, para fabricar un medicamento destinado al tratamiento de la leucemia mieloide, de una molécula de
dcidos nucleicos que tiene una longitud de al menos 15 nucleétidos elegida entre el ARN precursor miR23a/24-2 (SEQ
ID NO: 13), una secuencia derivada que presenta una identidad de al menos el 80% con dicho ARN, una secuencia
complementaria de dicho ARN y una secuencia derivada que presenta una identidad de al menos el 80% con dicha
secuencia complementaria.

2. Utilizacién segun la reivindicacién 1, caracterizada porque dicho medicamento comprende una molécula de
acidos nucleicos elegida entre una secuencia complementaria del ARN precursor miR23a/24-2 (SEQ ID NO: 13) y
una secuencia derivada de dicha secuencia complementaria.

3. Utilizacién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizada porque dicho medicamento com-
prende una molécula de acidos nucleicos que presenta una secuencia elegida entre:

1) la secuencia de miR23a (SEQ ID NO: 9), una secuencia derivada de miR23a, la secuencia complementaria de
miR23a, una secuencia derivada de dicha secuencia complementaria,

ii) la secuencia de miR27a (SEQ ID NO: 11), una secuencia derivada de miR27a, la secuencia complementaria de
miR27a, una secuencia derivada de dicha secuencia complementaria,

iii) la secuencia de miR24-2 (SEQ ID NO: 12), una secuencia derivada de miR24-2, la secuencia complementaria

de miR24-2 y una secuencia derivada de dicha secuencia complementaria.

4. Utilizacion segun la reivindicacién 3, caracterizada porque dicho medicamento comprende una molécula de
acidos nucleicos elegida entre una secuencia complementaria de miR23a (SEQ ID NO: 9), de miR27a (SEQ ID NO:
11) y de miR24-2 (SEQ ID NO: 12) y las secuencias derivadas de dichas secuencias complementarias.

5. Utilizacién segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para fabricar un medicamento destinado al
tratamiento de una leucemia mieloide asociada a un bloqueo de la granulopoyesis.

6. Utilizacién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque las secuencias de acidos
nucleicos tienen una longitud comprendida entre 15 y 100 nucledétidos.

7. Utilizacién segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque las moléculas de 4cidos
nucleicos se eligen entre las moléculas de ADN y de ARN.

8. Utilizacién segilin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque las moléculas de 4cidos
nucleicos contienen uno o varios nucleétidos modificados.

9. Utilizacién segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada porque las moléculas de 4cidos
nucleicos estdn en forma de una hebra o de doble hebra.

10. Procedimiento in vitro para identificar agentes terapéuticos o combinaciones de agentes terapéuticos eficaces
para inducir la diferenciacién de células leucémicas mieloides, caracterizado porque comprende las etapas de:

i) poner en cultivo células procedentes de una leucemia mieloide,

ii) adicién de al menos un compuesto al medio de cultivo de dicha linea celular,

iii) andlisis de la evolucion del nivel de expresion de al menos un miARN codificado por el ARN precursor de
secuencia SEQ ID NO: 13 entre las etapas (i) y (ii),

iv) identificacién de los compuestos o combinaciones de compuestos que conllevan una modificacién del nivel de
expresion de dicho miARN entre las etapas (i) y (ii).

11. Procedimiento segun la reivindicacién 10, caracterizado porque la etapa (iii) consiste en el anélisis del nivel
de expresion de al menos un miARN elegido entre miR-23a (SEQ ID NO: 9), miR-27a (SEQ ID NO: 11) y miR-24-2
(SEQID NO: 12).

12. Procedimiento segun la reivindicacién 11, caracterizado porque la etapa (iv) consiste en la identificacién de
los compuestos o combinaciones de compuestos que modulan el nivel de expresion de al menos un miARN elegido
entre miR-23a (SEQ ID NO: 9), miR-27a (SEQ ID NO: 11) y miR-24-2 (SEQ ID NO: 12).
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13. Procedimiento segun la reivindicacion 12, caracterizado porque la etapa (iv) consiste en la identificacion de
los compuestos o combinaciones de compuestos que disminuyen el nivel de expresion de al menos un miARN elegido
entre miR-23a (SEQ ID NO: 9), miR-27a (SEQ ID NO: 11) y miR-24-2 (SEQ ID NO: 12).

14. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, caracterizado porque el compuesto es un
agente terapéutico para el tratamiento del cancer.

15. Procedimiento segin la reivindicacion 14, caracterizado porque el agente terapéutico se elige entre AMPc,
arsénico, interferones, TNF, rexinoides, dcido retinoico y los derivados de los retinoides.

16. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, caracterizado porque la etapa (iii) de
analisis utiliza la técnica de transferencia northern.

17. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16, caracterizado porque las células que se
ponen en cultivo en la etapa (i) proceden de una leucemia mieloide asociada a un bloqueo de la granulopoyesis.
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FIG 1

CUCUGCCUCUCCAGUCCUGGGGCUGGAACGGAGGGCACAGCUAGGCUCCA
GCUCCCOGUGUGGUGGCUCCUGCAUAUGAGAAAAGAGCUUCCCUGUGAUC
AAAGGAAGCAUCUGGGGACCUGGAGGGGAGGUGUCCCCAAAUCUCAUUAC
CUCCUUUGCUCUCUCUCUCUUUCUCCCCUCCAGGUGCCAGCCUCUGGCCC
CGCCCGGUGCCCCCCUCACCCCUGUGCCACGGCCGGCUGGGGUUCCUGGG
GAUGGGAUUUGCUUCCUGUCACAAAUCACAUUGCCAGGGALUUCCAACCG
ACCCUGAGCUCUGCCACCGAGGAUGCUGCCCGGGGACGGGGUGGCAGAGA
GGCCCCGAAGCCUGUGCCUGGCCUGAGGAGCAGGGCUUAGCUGCUUGUGA
GCAGGGUCCACACCAAGUCGUGUUCACAGUGGCUAAGUUCCGCCCCCCAG
GCCCUCACCUCCUCUGGCCUUGCCOGCCUGUCCCCUGCUGCCGCCUGUCUG
CCUGCCAUCCUGCUGCCUGGCCUCCCUGGGCUCUGCCUCCCGUGCCUACU
GAGCUGAAACACAGUUGGUUUGUGUACACUGGCUCAGUUCAGCAGGAACA
(GGGGUCAAGCCCCCUUGGAGCCUGCAGCCCCUGCCUUCCCUGGGUGGGCU
GAUGCUUGGAGCAGAGAUGAGGACUCAGAAUCAGACCUGUGUCUGGAGGA
GGGAUGUGGUGGGUGGGGUUGGCUGGGCCCAAAUGUGUGCUGCAGGCCCU
GAUCCCCAACUCUGCAACUGGGGACCCCUGCAUGGCCACAGCUCAGGCUG
GGCUGUGGUGCCAGCAVUAGAUVAGGUGGGUGAGUGGGUGGCCCUUCCAUUA
AAAGGGAAGCCAGCUGUGUCCUUUCCGGGCCUGGAGGCUUGGCCCCUCCY
CUCCCAAGCCUGGCAGGGGCACUGGCCCGGCCCGCACCUUCCUAGCAGCC

FIG 2
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UUAGAGUUUGAGGUGUUAAUUCUAAUUAUCUAUUUCAARUUUAGCAGGAAARAAGAGAACAU
CACCUUGUARAACUGAAGAUUGUGACCAGUCAGAAUARUGUCAAAGUGCUUACAGUGCAGGU
AGUGAUAUGUGCAUCUACUGCAGUGARGGCACUUGUAGCAUUAUGGUGACAGCUGCCUCGGG
AAGCCAAGUUGGGCUVUAAAGUGCAGGGCCUGCUGAUGUUGAGUGCUUUUUGUUCUAAGGUG
CAUCUAGUGCAGAUAGUGAAGUAGAUUAGCAUCUACUGCCCUAAGUGCUCCUUCUGGCAUAA
GAAGUUAUGUAUUCAUCCAAUAAUUCAAGCCAAGCAAGUAUAUAGGUGUUUUAAUAGUUUUU
GUUUGCAGUCCUCUGUUAGUUUUGCAUAGUUGCACUACAAGAAGAAUGUAGUUGUGCAAAUC
UAUGCARAACUGAUGGUGGCCUGCUAUUUCCUUCARAUGARUGAUUUUUACUAAUUUDGUGU
ACUUUUAUUGUGUCGAUGUAGARAUCUGCCUGGUCUAUCUGAUGUGACAGCUUCUGUAGCACU
ARAGUGCUUAUAGUGCAGGUAGUGUUUAGUUAUCUACUGCAUUAUGAGCACUUAAAGUACUG
CUAGCUGUAGAACUCCAGCUUCGGCCUGUCGCCCAAUCAAACUGUCCUGUUACUGAACACUG
UUCUAUGGUUAGUUUUGCAGGUUUGCAUCCAGCUGUGUGAUAUUCUGCUGUGCARAUCCAUG
CAAAACUGACUGUGGUAGUGAAAAGUCUGUAGAAAAGUAAGGGAAARCUCAAACCCCUUUCUA
CACAGGUUGGGAUCGGUUGCAAUGCUGUGUUUCUGUAUGGUAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
UGAGUUUGGUGGGGAUUGUGACCAGAAGAUUUUGARAAUUARAVAUUACUGAAGATUUUCGAC
UUCCACUGUUAARAUGUACARAGAUACAUGAAAUAUUAAAGAABRAUGUGUAA

FIG 3

FIG ¢

16



ES 2308 575 T3

ATRA mASAT

dias después
del tratamiento X
ATRA ATIA

470 : T e nel MG dias despues dias después 7

del tratamiento a 1 2 3 4 deltratamiento D 1 2 3 4

ket2d - o e MR gl oiR-15h O t&.@ o %

e - s . -t . . . - e S i e .._)_v

2 . ' T

MR- - s e s MiR2Ta T SR S mMR<L2 __H‘ S
Ce e my e e o e

AlR2E . et i e e e RBEA L L s gw e e MR- au m-«»« w 4‘?.

Lt A Lol v o o - RS

mRrge e aee e -

S T ATR fe el
mlﬂ‘“m; j ;_j- . dias después o ‘ 2 3 n'”"“’* Wﬁfifﬁf

- T * del tratamiento - - -

miR-220 ‘F bat * . - miAag, e 4 &

A..‘A‘_" (.i.

e v '—'!‘v'

MWRLED “?‘;"“ sty (ﬂa m-mta

et et

FIG 5

dias despues

deltratamiento . Q. 1 ?-f_‘ 3. 4
#3237 . '

_ | NB4LAY
ARNr «R S gme SN

miR-23a

ARNr

FIG 6

17



ES 2 308 575 T3

GAUGAAGAUGUCUUUUGAAAGGUGUACUGCAAGGAACAAAAUGUUUGUAAAUTCUCCUUUUA
CCAAGGUAAAGAUCAARUUUDAVAAAUUUACUUGUUUGUUUAUACAAGGAARAATAACUUCA
UAUAUUGAAUAUAUUCAAAAGUUUAAGCAUUUAGUUGUAUUGCCCUGUUAAGUUGGCAUAGC
AAAUAAAUGCUUUUCUUUUCCUCAUUUUAUUCUTUGUGUUUCCUAACCUAUAGCACUGUGCY
GGGCACAGAAUGGACUUCAGUUAAGUUUUUGAUGUAGAAAUGUUUUAUUAUUCUACUUAAAA
UCUCCUUAAAAAUAAUUAUGCAUAUUACAUCAAUGUUAUAAUGUUUAAACAUAGAUUUUUUU
ACAUGCAUUCUUUUUUUCCUGAAAGAAAAUAUUUUUUAUAUUCUUUAGGCGCGAAUGUGUGU
UUAARAARAAUARAACCUUGGAGUAARGUAGCAGCACAUARAUGGUUUGUGGAUUUUGAAARG
GUGCAGGCCAUAUUGUGCUGCCUCAAAAAUACAAGGAUCUGAUCUUCUGARGAAAAUAUAUU
UCUUUUUAUUCAUAGCUCUUAUGAUAGCAAUGUCAGCAGUGCCUUAGCAGCACGUAAAUAUY
GGCGUUAAGAUUCUAAAAUUARUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAAGUAAGGUUGACCAUA
CUCUACAGUUGUGUUUUAAUGUAUAUUAAUGUUACUAAUGUGUUUUCAGUUUUAUUGAUAGU
CUUUUCAGUAUUAUUGAUAAUCUUGUUAUUUUUAGUAUGAUUCUGUAAARAAUGAAUUAAUAC
UAAUUUUUCAGAUGUAUCAUCUCUUAAAAUACUGUAAUUGCAAUUUAAUAAUUGUAUUGAAU
GCCAUCAAGUUUUDUUUAAARAGCUUAUGCAGCAUUVAGAGGAAUUUAUUUUAAUGCACAUUUA
UAUUCAACAUAGACAUUAAUUCAGAUUUUUACUUGGGAUAAAACAAAUUCUAGUUUUCCCUU
UGUUUUGAAAUUACUUUUARRAUAUGUCUUUACAGAUAAAUAUAAAAUAUAUDAAGCAUUUU
GAACAGAGCUUAGAAGACAAUAUUUAGUACUGUUUCUGAAUAUUUCUUUAUAUCUGAAGGGG
ARAAGCCAUC

FIG 7

TTAGAGTTTGAGGTGTTAATTCTAATTATCTATTTCAAATTTAGCAGGAAAAAAGAGAACAT
CACCTTGTARAACTGAAGATTGTGACCAGTCAGAATAATGTCAAAGTGCTTACAGTGCAGGT
AGTGATATGTGCATCTACTGCAGTGAAGGCACTTGTAGCATTATGGTGACAGCTGCCTCGGG
AAGCCAAGTTGGGCTTTAAAGTGCAGCGGCCTGCTGATGTTGAGTGCTTTTITGTTCTAAGGTG
CATCTAGTGCAGATAGTGAAGTAGATTAGCATCTACTGCCCTAAGTGCTCCTTCTGGCATAA
GAAGTTATGTATTCATCCAATAATTCAAGCCAAGCAAGTATATAGGTGTTTTAATAGTTTTT
GTTTGCAGTCCTCTGTTAGTTTTGCATAGTTGCACTACAAGAAGAATGTAGTTGTGCARATC
TATGCAAAACTGATGGTGGCCTGCTATTTCCTTCAAATGAATGATTTTTACTAATTTTGTGT
ACTTTTATTGTGTCGATGTAGAATCTGCCTGGTCTATCTGATGTGACAGCTTCTGTAGCACT
AAAGTGCTTATAGTGCAGGTAGTGTTTAGTTATCTACTGCATTATGAGCACTTAAAGTACTG
CTAGCTGTAGAACTCCAGCTTCGGCCTGTCGCCCAATCAAACTGTCCTGTTACTGAACACTG
TTCTATGGTTAGTTTTGCAGGTTTGCATCCAGCTGTGTGATATTCTGCTGTGCAAATCCATG
CAAAACTGACTGTGGTAGTGAAAAGTCTGTAGAAAAGTAAGGGAAACTCAAACCCCTTTCTA
CACAGGTTGGGATCGGTTGCAATGC TGTGTTTCTGTATGGTATTGCACTTGTCCCGGCCTGT
TGAGTTTGGTGGGCGATTGTGACCAGAAGATTTTGAAAATTARAATATTACTGAAGATTTCGAC
TTCCACTGTTAAATGTACAAGATACATGAAATATTAAAGAAAATGTGTAA

FIG 8
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uauagguguu
aagaagaaug
augaaugauu
uaucugaugu
ucuacugcau
gcccaaucaa
ccagecugugy
cuguagaaaa
cuguguuucy
cagaagauuy

gauacaugaa
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<210> 8
<211>20
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 8

acugcaguga aggcacuugu

<210>9
<211>22
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 9

aucacauugc cagggavuuc ca

<210> 10
<211> 980
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
ttagagtttyg
atcaccttgt
aggtagtgat
ctcgggaage
ctaaggtgga
tctggcataa
tiaatagttt
tagttgtgca
tttactaatt
gacagcettct
tatgagcact
actgtcctgt
gatattctgce
gtaaggqaca
gtatggtatt
tgaaaattaa

atattaaaga

aggtgttaat
aaaactgaag
atgrgeatrct
caagttgqggc
tctagtgcag
gaagttatgt
ttgtttgcag
aatctatgca
ttgtgtactt
gtagcactaa
taaagtactg
tactgaacac
tgtgcaaate
ctecaaacccec
gcacttgtcc
atattactga

aaatgtgtaa

ES 2 308 575 T3
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tctaattatc
attgtgacca
actgcagtga
tttaaagtge
atagtgaagt
attcatccaa
tcctetgtta
aaactgatgg
ttattgtgtc
agtgcttata
ctagetgtag
tgttetatgg
catgcaaaac
tttctacaca
cggcctgttg

agatttcgac

tatttcaaat
gtcagaataa
2ggcacttgt
agggectget
agattagcat
taattcaagce
gttttgcata
tggcctgeta
gatgtagaat
gtgcaggtag
aactccagcet
ttagttttge
tgactgtggt
ggttgggatc
agtttggtgg

tteccactgey

ttagcaggaa
tgtcaaagtg
agcattatgg
gatgttgagt
ctactgcect
caagcaagta
gttgcactac
tttccttcae
ctgcctggtc
tgtttagtta
teggcetgtce
acgtttgcat
agtgaaaagt
ggttgcaatg
ggattgtgac

aaatgtacaa

aaazgagaac
cttacagtge
tgacagctgc
gettrttgtt
aagtgctcct
tataggtgtt
aagaagaatg
atgaatgatt
tatctgatgt
tctactgcat
gcccaatcaa
ccagetgtgt
ctgtagaaaa
ctgtgrrtce
cagaagattt

gatacatgaa
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<210> 11

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 11

uucacagugg cuaaguuccg ¢

<210> 12
<211>22
<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 12

uggeucaguy cagcaggaac ag

<210> 13
<211> 950
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 13

cucugccucu
uggugqgcuce
uggaggggag
caggugccag
gguuccuggg
agccugagceu
ccugugccug
uguucacagu
ccccugeuge
cgugccuacu
ggggucaagc
gcagagauga
ggcugggecc
cauvggecaca
ccuuccauua

cucccaagcce

ccaguccugg

ugcauaugag

guguccccaa

ccucuggecce

gaugggauuu

cugccaccga

gccugagqgag

ggcuaaguuc

cgccugucug

gagcugaaac

cceccuuggay

ggacucagaa

aaavguguge

gcucaqgcug

aaagggaagc

uggcaggggce

<210> 14
<211>22
<212> ARN
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ggcuggaacg
aaaagagcuu
aucucauuac
cgccogguge
gcuuccuguc
ggaugcugcc
caggqcuuag
cgcceceeag
ccugccaucc
acaguugguu
ccugcagcec
ucagaccugu
ugcaggcccu
ggcuguggug
cagcuguguc

acuggceeqgg

gagggcacag
cccugugauc
cuccuuugcu
cceccucace
acaaaucaca
cggggacqggg
cugcuuguga
gcccucaccu
ugcugccugg
uguguacacu
cugccuucec
gucuggagga
gauccecaac
ccagcauvaga
cusuccqggge

ccecgecaccuu

cuaggeouccea
asaggaagca
cucucuclacu
ccugugccac
uugzcaggga
guggcagaga
gecagggucca
ccucuggccu
ccuccecuggg
ggcucaguuc
ugggqugggcu
9ggauguagqu
vcugcaacug
waggugqggug
cuggaggcuu

ccuageagece

gcucceccgug
ucuggggacc
uycuecccuc
ggccggcugyg
vuuccaaccy
ggcecccgaag
caccaagucyqg
ugccgccugu
cucugccucc
agcaggaaca
gaugcuugga
gggugggguu
gggacceccug
agugggugge

ggccecuccy
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<213> Homo sapiens

<400> 14

uagcageaca uaaugguuug ug

<210> 15

<211>22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 15

uagcageacq uaaauauugg cg

<210> 16

<211> 1126

<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 16
gaugaagaug
vaccaaggua
uucaunauany
cauagcaaau
acugugcugg
cuacuuaaaa
auagauuuuu
gcgegaaugu
uguggauyuu
uucugaagaa
cuuagcagca
ugcugaagua
uguguuuuca
augauucugu
uaagugcaau
auuagaggaa
acuugggava
uuuacagaua

guacuguuue

ucuvuugaaa

aagsucaaau

gaauauauuc
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gguguacugce
uvllauvaaauu

asaaguuuaa

dazugcuniiu cuuvuuccuca

gcacagaaug
ucuccuuaaa
uuacaugcau
guguuyuaaaa
gaaaaggugc
aauauauuuc
cguaaauauu
agguugacca
guuuuauuga
aaaaaugaau
uuaauaauug
wyuavuvuaa
aaacaaauuc
aauauvaaaau

ugaauauuuc

gacuuceguu

aauaauuaug

ucuuuueuc

adaauaaaac

aggccauauvu

uuvuguauuca

ggcquuaaga

uacucuacag

uagucuuuuc

uvaauacuaau

uauvugaaugc

ugcacauvuua

uaguuunccc

auauuaagca

uulauvaucug

aaggaacaaa
uacuuguuug
gcausuaguu
uuuuauvucuu
2aguuuuuga
cauauuacau
cugaaagaaa
cuuggaguaa
gugeugccuc
uagcucuuau
uucuaaaauu
uuguguuuua
aguauuauug
uuuuncagaug
caucaaguuu
uauucaacau
uruguuuaga
uuuugaacag

aaggggaaaa

auguuuguaa
uuuauvacaag
guauugcccu
uguguuucce
uguagaaaug
caauguuaua
auauuuuuua
aguagcagca
aaaaavacaa
gauvagcaaug
aucuccagua
auguauvavua
auaaucuugu
uaucaucucu
uuuuaaaaag
agacauuaau
aauuacuuuu
agcuuagaag

gccauc

auucuc¢cuuu
gaaasauaac
guuaaguugg
aaccuauage
uuuuauvuauy
auguuuaaac
nauucuuuag
cauaaugguu
ggaucuganc
ucagcagugc
ueaacugugc
auvguuacuaa
uauuuetuagu
uaasauacug
cuuaugcagc
ucagauuuuu
azaauvauguc

acaauauuua
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<210> 17
<211>22
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 17

ugagguagua gguuguauag uu

<210> 18

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 18

agagguagua gguugcauag u

<210> 19
<211>22
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 19

uagcageaca ucaugguuua ca

<210> 20

<211> 20

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 20

Cauadaaguag adagcacuac

<210> 21
<211>21
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 21

ugucaguuug ucaaauacce ¢

<210> 22

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 22

aaaagcugyg uugagaggqc gaa

<210> 23
<211>22
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 23

cuggacuugg agucagaagg cc

ES 2 308 575 T3
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