ES 2534 301 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 534 301
@Int. Cl.:

C12N 15/11 (2006.01)
C12Q 1/68 (2006.01)
C12N 15/113 (201001

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  14.11.2005 E 10183490 (1)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 07.01.2015  EP 2302052

Titulo: Procedimientos y composiciones que implican miARN y moléculas inhibidoras de miARN

Prioridad:

12.11.2004 US 627171 P
03.02.2005 US 649634 P
23.05.2005 US 683736 P

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
21.04.2015

@ Titular/es:

ASURAGEN, INC. (100.0%)
2150 Woodward St Suite 100
Austin TX 78744, US

@ Inventor/es:

BROWN, DAVID;

FORD, LANCE;

CHENG, ANGIE;

JARVIS, RICH,;

BYROM, MIKE;
OVCHARENKO, DMITRIY;
DEVROE, ERIC y
KELNAR, KEVIN

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2534301 T3

DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones que implican miARN y moléculas inhibidoras de miARN

1. Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere en general al campo de la biologia molecular. Mas particularmente, se refiere a
procedimientos y composiciones que implican moléculas de acido nucleico que simulan microARN (miARN) y que
inhiben MIARN. Se describen procedimientos y composiciones que implican miARN sintéticos y moléculas
inhibidoras de miARN. Ademas, también se describen procedimientos y composiciones para identificar miARN que
contribuyen a procesos celulares. Ademas, la identificacion de miARN que contribuyen a procesos celulares
proporciona dianas para intervencion terapéutica asi como andlisis de diagnoéstico y/o prondstico.

2. Descripcién de la técnica relacionada

En 2001, varios grupos usaron un nuevo procedimiento de clonacion para aislar e identificar un gran grupo de
“microARN” (miARN) de C. elegans, Drosophila y seres humanos (Lagos-Quintana y col., 2001; Lau y col., 2001,
Lee y Ambros, 2001). Se han identificado varios cientos de miARN en plantas y animales, incluyendo seres
humanos, que no parecen tener ARNip enddgenos. Por lo tanto, aunque son similares a los ARNip, los miARN son
no obstante distintos.

Los miARN observados hasta la fecha han sido de aproximadamente 21-22 nucle6tidos de longitud y surgen de
precursores mas largos, que se transcriben de genes no codificantes de proteinas. Véase la revision de Carrington y
col. (2003). Los precursores forman estructuras que se pliegan entre si en regiones autocomplementarias; después
se procesan por la nucleasa Dicer en animales o DCL1 en plantas. Las moléculas de miARN interrumpen la
traduccion mediante formacion de pares de bases precisa o imprecisa con sus dianas.

Los miARN parecen estar implicados en la regulacién génica. Algunos miARN, incluyendo lin-4 y let-7, inhiben la
sintesis proteica uniéndose con regiones no traducidas 3’ parcialmente complementarias (3' UTR) de ARNm diana.
Otros, incluyendo el miARN Scarecrow hallado en plantas, actian como ARNip y se unen con secuencias de ARNm
perfectamente complementarias para destruir el transcrito diana (Grishok y col., 2001).

La investigacion sobre microARN estd aumentando a medida que los cientificos comienzan a apreciar el papel
general que estas moléculas desempefian en la regulacion de la expresién génica eucariota. Los dos miARN mejor
entendidos, lin-4 y let-7, regulan la temporizacion del desarrollo en C. elegans regulando la traduccién de una familia
de ARNm clave (revisado en Pasquinelli, 2002). Se han identificado varios cientos de miARN en C. elegans,
Drosophila, raton y seres humanos. Como se esperaria para moléculas que regulan la expresion génica, se ha
mostrado que los niveles de miARN varian entre tejidos y estados del desarrollo. Ademas, un estudio muestra una
fuerte correlacion entre la expresion reducida de dos miARN y la leucemia linfocitica crénica, proporcionando una
posible conexién entre miARN y cancer (Calin, 2002). Aunque el campo aun es joven, se especula que los miARN
podrian ser tan importantes como los factores de transcripcion en la regulacion de la expresion génica en eucariotas
superiores.

Hay algunos ejemplos de miARN que desempefian papeles criticos en la diferenciacion celular, desarrollo temprano
y procesos celulares como apoptosis y metabolismo de grasas. lin-4 y let-7 regulan ambos el paso de un estado
larvario a otro durante el desarrollo de C. elegans (Ambros, 2003). Mir-14 y bantam son miARN de Drosophila que
regulan la muerte celular, aparentemente regulando la expresién de genes implicados en la apoptosis (Brennecke y
col., 2003, Xu y col., 2003). El miR14 también se ha implicado en el metabolismo de grasas (Xu y col., 2003). Lsy-6 y
miR-273 son miARN de C. elegans que regulan la simetria en neuronas quimiosensoriales (Chang y col., 2004). Otro
miARN animal que regula la diferenciacion celular es miR-181, que guia la diferenciacion de células
hematopoyéticas (Chen y col., 2004). Estas moléculas representan la serie completa de miARN animales con
funciones conocidas. Ademas, el documento WO 03/029459 desvela el miARN miR-181a. El entendimiento
potenciado de las funciones de miARN revelara sin duda redes reguladoras que contribuyan al desarrollo normal,
diferenciacidon, comunicacion inter e intracelular, ciclo celular, angiogénesis, apoptosis y muchos otros procesos
celulares. Dados sus papeles importantes en muchas funciones bioldgicas, es probable que los miARN ofrezcan
puntos importantes para intervencion terapéutica o analisis de diagndstico.

Caracterizar las funciones de biomoléculas como miARN implica con frecuencia introducir las moléculas en células o
retirar las moléculas de células y medir el resultado. Si la introduccién de un miARN en células da como resultado
apoptosis, entonces el miARN participa sin duda en una ruta apoptética. Se han descrito procedimientos para
introducir o retirar miARN de células. Dos publicaciones recientes describen moléculas antisentido que pueden
usarse para inhibir la actividad de miARN especificos (Meister y col., 2004; Hutvagner y col., 2004). Otra publicacion
describe el uso de plasmidos que se transcriben por ARN polimerasas enddgenas y producen miARN especificos
cuando se usan para transfectar células (Zeng y col., 2002). Estos dos conjuntos de reactivos se han usado para
evaluar miARN individuales.

Una limitacion del sistema de expresion de miARN basado en plasmidos es que las eficacias de transfeccion para
plasmidos tienden a ser muy bajas, expresando solamente aproximadamente el 50 % de las células ARN del
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plasmido en células que son faciles de transfectar. Las eficacias de transfeccion para plasmidos en células primarias
son mucho mas bajas, expresando menos del 10 % de las células tipicamente el ARN deseado. Por lo tanto, existe
la necesidad de composiciones y procedimientos alternativos para introducir moléculas de miARN en células de
modo que puedan caracterizarse y estudiarse.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico de miARN sintética que comprende una
secuencia con al menos 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de miR-181a humana madura para su
uso en una terapia de un cancer o para enfermedades inflamatorias. También se proporciona un acido nucleico de
MIARN sintético bicatenario de 17-30 nucleétidos de longitud que comprende un polinucleétido que tiene una
secuencia con al menos 80 % de identidad de secuencia con una secuencia de miR-181a madura que comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nucleétidos 39-61 de SEC ID N°: 124, nucleétidos 36-59
de SEC ID N°: 125, nucledtidos 16-39 de SEC ID N° 127 y nuclettidos 27-48 de SEC ID N°: 126, y un segundo
polinucleétido separado cuya secuencia de 5’ a 3’ es entre 60 % y 100 % complementaria del primer polinucleétido
para su uso como un medicamento.

También se proporciona el uso de un &cido nucleico de miARN sintético como se ha mencionado anteriormente para
reducir o aumentar la viabilidad celular o proliferacion celular o para inducir la apoptosis, a condicion de que se
excluyan procedimientos para el tratamiento del cuerpo humano o animal por terapia. Se definen realizaciones
adicionales de la invencion en las reivindicaciones. La siguiente descripcion detallada se refiere a la presente
invencion en la medida del alcance de las reivindicaciones.

El término “miARN” se usa de acuerdo con su significado habitual y corriente y se refiere a una molécula de
microARN hallada en eucariotas que estéd implicada en la regulacion génica basada en ARN. Véase, por ejemplo,
Carrington y col., 2003, que se incorpora por la presente por referencia. En general, el término se usara para hacer
referencia a la molécula de ARN monocatenaria procesada a partir de un precursor. Se han identificado miARN
individuales y se han secuenciado en diferentes organismos, y se les han dado nombres. Se proporcionan en el
presente documento nombres de miARN y sus secuencias.

La presente invencion se refiere, en algunas realizaciones de la invencion, a moléculas de acido nucleico cortas que
actian como miARN o como inhibidores de miARN en una célula. El término “corto” se refiere a una longitud de un
Unico polinucleétido que es de 150 nucleétidos 0 menos. Las moléculas de &cido nucleico son sintéticas. El término
“sintético” significa que la molécula de acido nucleico esta aislada y no es idéntica en su secuencia (la secuencia
completa) y/o estructura quimica a una molécula de acido nucleico de origen natural, tal como una molécula de
miARN precursora enddgena. Aungue en algunas realizaciones, los &cidos nucleicos de la invencién no tienen una
secuencia completa que es idéntica a una secuencia de un &cido nucleico de origen natural, dichas moléculas
pueden abarcar toda o parte de una secuencia de origen natural. Se contempla, sin embargo, que puede
posteriormente modificarse o alterarse un acido nucleico sintético administrado a una célula en la célula de modo
gue su estructura o secuencia sea la misma que la del &cido nucleico no sintético o de origen natural, tal como una
secuencia de miARN madura. Por ejemplo, un acido nucleico sintético puede tener una secuencia que difiere de la
secuencia de un miARN precursor, pero esa secuencia puede alterarse una vez en una célula para ser igual que un
miARN endodgeno, procesado. El término “aislado” significa que las moléculas de acido nucleico de la invencién se
separan inicialmente de moléculas de &cido nucleico diferentes (con respecto a secuencia o estructura) y no
deseadas de modo que una poblacion de acidos nucleicos aislados sea al menos aproximadamente 90 %
homogénea, y pueden ser al menos aproximadamente 95, 96, 97, 98, 99 o 100 % homogéneas con respecto a otras
moléculas polinucleotidicas. En muchas realizaciones de la invencién, un &cido nucleico se aisla en virtud de
haberse sintetizado in vitro separado de acidos nucleicos endégenos en una célula. Se entenderd, sin embargo, que
los &cidos nucleicos aislados pueden posteriormente mezclarse o agruparse entre si.

Por supuesto, se entiende que un “acido nucleico sintético” de la invencién significa que el acido nucleico no tiene
una estructura quimica o secuencia de un acido nucleico de origen natural. En consecuencia, se entendera que la
expresion “miARN sintético” se refiere a un “acido nucleico sintético” que actua en una célula o en condiciones
fisiolégicas como un miARN de origen natural.

Se entendera que la expresién “de origen natural” se refiere a algo hallado en un organismo sin ninguna intervencion
por una persona; podria referirse a una molécula de origen natural de tipo silvestre o mutante. En algunas
realizaciones una molécula de miARN sintética no tiene la secuencia de una molécula de miARN de origen natural.
En otras realizaciones, una molécula de miARN sintética puede tener la secuencia de una molécula de miARN de
origen natural, pero la estructura quimica de la molécula, particularmente en la parte no relacionada especificamente
con la secuencia precisa (estructura quimica no de secuencia) difiere de la estructura quimica de la molécula de
miARN de origen natural con esa secuencia. En algunos casos, el miARN sintético tiene una estructura quimica
tanto de secuencia como no de secuencia que no se encuentra en un miARN de origen natural. Ademas, la
secuencia de las moléculas sintéticas identificara qué miARN se proporciona o inhibe eficazmente; el miARN
enddgeno se denominara “miARN correspondiente”. Las secuencias de miARN correspondientes incluyen, pero sin
limitacion, las secuencias en SEC ID N°: 1-593. Ademas, los acidos nucleicos sintéticos pueden incluir SEC ID Ne:
594-703 asi como cualquier otra secuencia de miARN, secuencia precursora de miARN o cualquier secuencia
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complementaria de la misma. En algunas realizaciones, la secuencia es o deriva de una secuencia sonda que se ha
identificado en el apéndice que se dirige al miARN particular (o conjunto de miARN) que puede usarse con esa
secuencia sonda.

Los miARN sintéticos de la invencion son ARN o analogos de ARN en algunas realizaciones de la invencion. Los
inhibidores de miARN pueden ser ADN o ARN, o analogos de los mismos. Los miARN e inhibidores de miARN se
denominan colectivamente “acidos nucleicos sintéticos”.

En algunas realizaciones, hay un miARN sintético que tiene una longitud de entre 17 y 25 restos. La presente
invencioén se refiere a moléculas de miARN sintéticas que son de, son al menos de, o son como maximo de 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, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78,
79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,
107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124 o 125 restos de longitud, o
cualquier intervalo derivable en el mismo.

En ciertas realizaciones, los miARN sintéticos tienen a) una “region de miARN” cuya secuencia de 5’ a 3’ es idéntica
a una secuencia de miARN madura, y b) una “region complementaria” cuya secuencia de 5’ a 3’ es entre 60 % y 100
% complementaria de la secuencia de miARN. En ciertas realizaciones, estos miARN sintéticos también estan
aislados, como se ha definido anteriormente. La expresion “region de miARN” se refiere a una regiéon en el miARN
sintético que es al menos 80 % idéntica a la secuencia completa de una secuencia de miARN madura, de origen
natural. En ciertas realizaciones, la region de miARN es o es al menos 90, 91,92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,1,
99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8, 99,9 0 100 % idéntica a la secuencia de un miARN de origen natural.

La expresion “region complementaria” se refiere a una region de un miARN sintético que es o es al menos 60 %
complementaria de la secuencia de miARN madura, de origen natural a la que es idéntica la region de miARN. La
region complementaria es o es al menos 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79,
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7,
99,8, 99,9 o 100 % complementaria, o cualquier intervalo derivable del mismo. Con secuencias polinucleotidicas
individuales, hay una estructura de bucle en horquilla como resultado del enlace quimico entre la region de miARN y
la regién complementaria. En otras realizaciones, la regiébn complementaria estéd en una molécula de acido nucleico
diferente que la region de miARN, en cuyo caso la regidn complementaria esta en la cadena complementaria y la
region de miARN esté en la cadena activa.

En algunas realizaciones de la invencién, un miARN sintético contiene uno o mas elementos de disefio. Estos
elementos de disefio incluyen, pero sin limitacion: i) un grupo de reemplazo para el fosfato o hidroxilo del nucleétido
en el extremo 5’ de la regién complementaria; ii) una o mas modificaciones de azucares en los primeros o Ultimos 1
a 6 restos de la region complementaria; o iii) no complementariedad entre uno o méas nucleétidos en los Gltimos 1 a 5
restos en el extremo 3’ de la regién complementaria y los nucleétidos correspondientes de la region de miARN.

En ciertas realizaciones, un miARN sintético tiene un nucleétido en su extremo 5’ de la regién complementaria en el
que el grupo fosfato y/o hidroxilo se ha reemplazado con otro grupo quimico (denominado “disefio de reemplazo”).
En algunos casos, el grupo de fosfato se reemplaza, mientras que en otros, se ha reemplazado el grupo hidroxilo.
En realizaciones particulares, el grupo de reemplazo es biotina, un grupo amina, un grupo de alquilamina inferior, un
grupo acetilo, 2’0O-Me (2'oxigeno-metilo), DMTO (4,4’-dimetoxitritilo con oxigeno), fluoresceina, un tiol, o acridina,
aunque se conocen bien otros grupos de reemplazo por los expertos en la materia y también pueden usarse. Este
elemento de disefio también puede usarse con un inhibidor de miARN.

Realizaciones adicionales se refieren a un miARN sintético que tiene una o mas modificaciones de azlcares en los
primeros o ultimos 1 a 6 restos de la region complementaria (denominado el “disefio de reemplazo de azucares”). En
ciertos casos, hay una o mas modificaciones de azucares en los primeros 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas restos de la regién
complementaria, o cualquier intervalo derivable del mismo. En casos adicionales, hay una o méas modificaciones de
azucares enlos 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas restos de la region complementaria, o cualquier intervalo derivable del mismo,
tienen una modificacion de azucar. Se entendera que los términos “primero” y “Ultimo” son con respecto al orden de
los restos del extremo 5’ al extremo 3’ de la region. En realizaciones particulares, la modificacion de azlUcares es una
modificacién de 2’0O-Me. En realizaciones adicionales, hay una o mas modificaciones de azucares en los primeros o
ultimos 2 a 4 restos de la regién complementaria o los primeros o Gltimos 4 a 6 restos de la region complementaria.
Este elemento de disefio también puede usarse con un inhibidor de miARN. Por lo tanto, un inhibidor de miARN
puede tener este elemento de disefio y/o un grupo de reemplazo en el nucleétido en el extremo 5’, como se ha
analizado anteriormente.

En otras realizaciones de la invencién, hay un miARN sintético en el que uno o mas nucledétidos en los Ultimos 1 a 5
restos en el extremo 3’ de la regién complementaria no son complementarios de los nucleétidos correspondientes de
la region de mIARN (“no complementariedad”) (denominado el “disefio de no complementariedad”). La no
complementariedad puede estar en los Ultimos 1, 2, 3, 4 y/o 5 restos del miARN complementario. En ciertas
realizaciones, hay no complementariedad con al menos 2 nucleétidos en la regién complementaria.
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Se contempla que el miARN sintético de la invencién tiene uno o mas de los disefios de reemplazo, modificacion de
azucares 0 no complementariedad. En ciertos casos, las moléculas de ARN sintéticas tienen dos de ellos, mientras
gue en otros estas moléculas tienen situados los tres disefios.

La region de miARN y la region complementaria pueden estar en el mismo polinucleétido o polinucleétidos
separados. En casos en los que estén contenidos sobre o en el mismo polinucleétido, la molécula de miARN se
considerara un polinucleétido individual. En realizaciones en las que las diferentes regiones estén en polinucleétidos
separados, se considerara que el miARN sintético esta comprendido por dos polinucleétidos.

Cuando la molécula de ARN es un Unico polinucleétido, hay una regién enlazadora entre la regién de miARN y la
regiéon complementaria. En algunas realizaciones, el polinucleétido individual es capaz de formar una estructura de
bucle en horquilla como resultado del enlace entre la regiéon de miARN vy la region complementaria. El enlazador
constituye el bucle en horquilla. Se contempla que en algunas realizaciones, la region de engarce es, es al menos, 0
es como maximo de 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 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 restos de longitud, o cualquier intervalo derivable del mismo. En ciertas
realizaciones, el engarce es de entre 3y 30 restos (inclusive) de longitud.

Ademas de tener una region de miARN y una regién complementaria, puede haber secuencias flanqueantes también
en el extremo 5’ o0 3’ de la regién. En algunas realizaciones, hay o hay al menos 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 nucleétidos
0 mas, o cualquier intervalo derivable del mismo, flanqueando uno o ambos extremos de estas regiones.

Los &cidos nucleicos sintéticos analizados anteriormente y en el presente documento pueden usarse en
procedimientos de la invencion. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, los procedimientos implican acidos nucleicos
sintéticos con los diferentes disefios en ellos.

Las caracteristicas de las células que pueden evaluarse no estan limitadas. Incluyen las siguientes caracteristicas y
caracteristicas asociadas con lo siguiente: proliferacién celular, indice mitético, ciclo celular, apoptosis, motilidad,
adhesion, transduccion de sefial, localizacion proteica, expresién génica, localizacién de ARN, division celular,
replicacién de ADN, modificacién postraduccional, diferenciacion, desdiferenciacion, activacion de la transcripcion,
activacion de proteinas, angiogénesis, metabolismo (produccién y/o consumo de energia), degradacion de
proteinas, condensacion de cromatina, produccion de microtibulos, replicacion de ADN, recombinacién y funciones
de reparacion de ADN. Se contempla que estas caracteristicas pueden ser relevantes globalmente para la célula
(por ejemplo, produccion de proteina general reducida) o para especies individuales en la célula (por ejemplo,
induccién de una proteina o proteinas especificas).

Se contempla que este procedimiento puede aplicarse con respecto a una diversidad de diferentes miARN sintéticos
y/o no sintéticos en células separadas o en las mismas. En algunos casos, pueden introducirse los siguientes
nimeros de moléculas de miARN sintéticas diferentes en diferentes células: 2, 3 o0 mas. La invencién no esta
limitada por el tipo celular. Se contempla que cualquier célula que exprese miARN o cualquier célula que tenga una
caracteristica alterada por un miARN es susceptible para los procedimientos y composiciones de la invencion. El uso
de dos o mas miARN puede combinarse en una Unica composicion farmacéutica como un coctel o puede
proporcionarse para su uso en cualquier procedimiento terapéutico, de diagnéstico o de prondstico de la invencién.
En algunas realizaciones de la invencién, los procedimientos incluyen ensayar la célula con respecto a la presencia
del miARN que se introduce eficazmente por la molécula de miARN sintética o se inhibe por un inhibidor de miARN.
En consecuencia, en algunas realizaciones, los procedimientos incluyen una etapa de generar un perfil de miARN
para una muestra. La expresion “perfil de miARN” se refiere a un conjunto de datos con respecto al patrén de
expresion para una pluralidad de miARN en la muestra; se contempla que el perfil de miARN puede obtenerse
usando una matriz de miARN. En algunas realizaciones de la invencion, se genera un perfil de miARN por etapas
que incluyen: a) marcar miARN en la muestra; b) hibridar el miARN con una matriz de miARN; y c) determinar la
hibridacion de miARN con la matriz, en las que se genera un perfil de miARN. Véase Solicitud de Patente Provisional
de Estados Unidos 60/575.743 y la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos 60/649.584 y la Solicitud de
Patente de Estados Unidos N° de Serie 11/141.707.

Adicionalmente, una célula en la que se introduce un miARN sintético o un inhibidor de miARN puede evaluarse o
ensayarse posteriormente con respecto a la cantidad de miARN o inhibidor de miARN enddgeno o exdgeno. Se
contempla cualquier tipo celular para su uso con la invencion. La célula puede ser de o estar en un mamifero, tal
como un mono, caballo, vaca, cerdo, oveja, perro, gato, conejo, raton, rata o ser humano.

En otros procedimientos de la invencién, se incluye una etapa para sintetizar u obtener la molécula de ARN sintética.

En realizaciones adicionales, el &cido nucleico sintético se introduce en la célula por transfeccién con fosfato célcico,
transfeccién de lipidos, electroporacidn, microinyeccién o inyeccién. Los acidos nucleicos sintéticos pueden ser para
administracion a un sujeto o paciente usando modos de administracion que se conocen bien por los expertos en la
materia, particularmente para aplicaciones terapéuticas. Se contempla particularmente que un paciente es ser
humano o cualquier otro mamifero o animal que tenga miARN.

Los procedimientos incluyen identificar una célula o un paciente que necesite la induccién de esas caracteristicas
celulares. Ademas, se entendera que una cantidad de un acido nucleico sintético que se proporciona a una célula u
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organismo es una “cantidad eficaz’, lo que se refiere a una cantidad necesaria para conseguir un objetivo deseado,
tal como inducir una caracteristica o caracteristicas celulares particulares.

En ciertas realizaciones, los procedimientos incluyen proporcionar o introducir a una célula una molécula de acido
nucleico correspondiente a un miARN maduro en la célula en una cantidad eficaz para conseguir un resultado
fisiolégico deseado. Dichos procedimientos se desvelan en el presente documento.

En otras realizaciones, los procedimientos implican reducir o aumentar la viabilidad celular o proliferacion celular, o
inducir la apoptosis en una célula, a condicion de que se excluyan los procedimientos para el tratamiento del cuerpo
humano o animal por terapia, que comprende introducir en o proporcionar a la célula una cantidad eficaz de una
molécula de miARN sintética que corresponde a miR-181a. La presente invencién también se refiere a usar
composiciones de miARN que implican miR-181a para su uso en el tratamiento de cancer, incluyendo cancer de
pulmén, cancer de cuello uterino, cancer de prostata o cancer de piel. También se contemplan uno o mas miARN
humanos adicionales seleccionados del grupo que consiste en let-7, miR-10a, miR-15a, miR-16, miR-17, miR-21,
miR- 22, miR-23, miR-24, miR-26a, miR-29b, miR-30a, miR-96, miR-101, miR-105, miR-106, miR-124, miR-125a,
miR-126, miR-130, miR130a, miR-133, miR-142, miR-143, miR-144, miR-145, miR-147, miR-182, miR-183, miR-188,
miR-189, miR-192, miR-194, miR-195, miR-199a, miR-200b, miR-201, miR-205, miR-219, 206, miR-215, miR-219,
miR-223, miR- 224, miR-321, miR-328, miR-331, miR-342, miR-219 y miR-346. Se contempla que 1, 2, 3 0 més
miARN pueden usarse para estas realizaciones. El cancer incluye, pero sin limitacion, cdnceres malignos, tumores,
canceres metastasicos, canceres no resecables, canceres resistentes a quimioterapia y/o radiacion, y canceres
terminales.

Se entendera que se emplean anotaciones abreviadas de modo que una descripcién genérica de un miARN se
refiere a cualquiera de los miembros de su familia génica (distinguidos por un nimero), a no ser que se indique de
otro modo. Se entiende por los expertos en la materia que una “familia génica” se refiere a un grupo de genes que
tienen la misma secuencia codificante de miARN. Tipicamente, se identifican miembros de una familia génica por un
namero detras de la designacion inicial. Por ejemplo, miR-16-1 y miR-16-2 son miembros de la familia génica de
miR-16 y “miR-7” se refiere a miR-7-1, miR-7-2 y miR-7-3. Ademas, a no ser que se indique de otro modo, una
anotacién abreviada se refiere a miARN relacionados (distinguidos por una letra). Por lo tanto, “let-7”, por ejemplo,
se refiere a let-7a-1, let7-a-2, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f-1 y let-7f-2. Las excepciones a estas anotaciones
abreviadas se identificaréan de otro modo.

También se contemplan acidos nucleicos de miARN sintéticos para su uso en terapia de cancer de pulmén como
parte de la invencién. La presente invencion se refiere a un &acido nucleico de miARN sintético para su uso en el
tratamiento de céncer del cuello uterino o reduccién de la proliferacién celular de células cancerosas del cuello
uterino.

La presente invencion se refiere a un acido nucleico de miARN sintético para su uso en el tratamiento de cancer de
prostata o reduccion de la proliferacion celular de células de cancer de préstata. La presente invencion se refiere a
un &cido nucleico de miARN sintético para su uso en el tratamiento de cancer de piel o reduccion de la proliferacion
celular de células de cancer de piel.

En ciertos experimentos, un miARN en el que las cadenas tanto con sentido como antisentido derivan de un Unico
miARN precursor en procedimientos y composiciones de la invencion. Estos se designan frecuentemente con un
sufijo “P” en el que “5P” indica que el miARN maduro deriva del extremo 5’ del precursor y un “3P” correspondiente
indica que deriva del extremo 3’ del precursor, como se describe en la web en sanger.ac.uk/cgi- bin/rfam/miARN.
Ademas, en algunas realizaciones, se evalu6 un miARN que no corresponde a un miARN humano conocido. Se
contempla que estos miARN no humanos pueden usarse en realizaciones de la invencidon o que puede existir un
miARN humano que sea homologo del miARN no humano.

La expresion “reducir la viabilidad celular” significa reducir el nimero de células vivas

Pueden usarse en general procedimientos que se refieren a la viabilidad celular y la purificacién celular para terapia,
diagnostico, crear lineas celulares con propiedades de investigacion interesantes, e inducir la diferenciacién. Pueden
emplearse miARN que reducen selectivamente la proliferacion de células cancerosas como productos terapéuticos
ya que pueden suministrarse a células cancerosas y no cancerosas igualmente pero afectard solamente al
crecimiento de las células cancerosas. Ademas, los acidos nucleicos sintéticos pueden ser para detener o evitar la
metastasis o reducir el nUmero de metastasis.

Ademas, se contempla en particular que una molécula de acido nucleico que puede procesarse en un miARN
maduro cuando esta dentro de la célula es un miARN sintético en algunas realizaciones de la invencion.

En ciertas realizaciones, se proporciona miR-181b seleccionado para su uso en el tratamiento de enfermedades y
afecciones caracterizadas por inflamacién. Estos incluyen, pero sin limitacion, destruccién tisular, insuficiencia
organica o enfermedades inflamatorias tales como Artritis Reumatoide, Psoriasis, Asma, enfermedad Inflamatoria del
intestino (enfermedad de Crohn y afecciones relacionadas), esclerosis multiple, enfermedad pulmonar obstructiva
(EPOC), rinitis Alérgica (fiebre del heno) y enfermedad Cardiovascular. Ademas, dichos procedimientos pueden
usarse para terapia, diagnostico, prondstico, creacion de lineas celulares con propiedades de investigacion
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interesantes e induccion de diferenciacion.

Se contempla que una cantidad eficaz de un modulador de miARN puede ser para administraciéon. En realizaciones
particulares, se confiere un beneficio terapéutico a la materia bioldgica, en la que un “beneficio terapéutico” se refiere
a una mejora en la o las afecciones o los sintomas asociados con una enfermedad o afeccién o una mejora del
pronéstico, duraciéon o estado con respecto a la enfermedad. Se contempla que un beneficio terapéutico incluye,
pero sin limitacion, una reduccién del dolor, una reduccion de la morbilidad, una reduccién en un sintoma. Por
ejemplo, con respecto al cancer, se contempla que un beneficio terapéutico en cancer puede ser la inhibicion del
crecimiento tumoral, prevencién de metastasis, reduccion del nUmero de metastasis, inhibicién de la proliferacion de
células cancerosas, inhibicion de la proliferacion de células cancerosas, induccion de muerte celular en células
cancerosas, inhibicion de la angiogénesis cerca de células cancerosas, induccion de la apoptosis de células
cancerosas, reduccion del dolor, reduccién del riesgo de reaparicion, inducciéon de la quimio o radiosensibilidad en
células cancerosas, prolongacion de la vida y/o retardo de la muerte directa o indirectamente relacionada con el
cancer.

Ademas, se contempla que las composiciones de miARN pueden proporcionarse para su uso como parte de una
terapia a un paciente, junto con terapias tradicionales o agentes preventivos. Ademas, se contempla que puede
aplicarse cualquier procedimiento analizado en el contexto de la terapia de forma preventiva, particularmente en un
paciente que se ha identificado que puede necesitar potencialmente la terapia o tiene riesgo para la afeccion o
enfermedad para la que se necesita la terapia.

Las terapias de cancer también incluyen una diversidad de terapias de combinacion con tratamientos basados tanto
en productos quimicos como en radiacién. Las quimioterapias de combinacion incluyen, pero sin limitacion, por
ejemplo, bevacizumab, cisplatino (CDDP), carboplatino, inhibidores de EGFR (gefitinib y cetuximab), procarbacina,
mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina, inhibidores de COX-2 (por ejemplo, celecoxib) ifosfamida, melfalan,
clorambucilo, busulfan, nitrosurea, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina (adriamicina), bleomicina,
plicomicina, mitomicina, etopoésido (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes de union al receptor de estrégenos, taxol,
taxotere, gemcitabina, navelbina, inhibidores de farnesil proteina transferasa, transplatino, 5-fluorouracilo, vincristina,
vinblastina y metotrexato, o cualquier variante analoga o derivada de lo anterior.

En general, pueden proporcionarse inhibidores de miARN para conseguir el efecto opuesto en comparacion con
cuando se proporcionan moléculas de acido nucleico correspondientes al miARN maduro. De forma similar, pueden
proporcionarse moléculas de acido nucleico correspondientes al mMiIARN maduro para conseguir el efecto opuesto en
comparacion con cuando se proporcionan inhibidores del miARN. Por ejemplo, pueden proporcionarse moléculas de
miARN que aumentan la proliferacion celular a células para aumentar la proliferacion o pueden proporcionarse
inhibidores de dichas moléculas a células para reducir la proliferacion celular. En toda la presente solicitud, el
término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor incluye la desviacion tipica del error para el dispositivo
o procedimiento que se emplea para determinar el valor.

El uso de la palabra “un/una” cuando se usa junto con la expresiéon “que comprende” en las reivindicaciones y/o la

memoria descriptiva puede significar “uno/una”, pero también es coherente con el significado de “uno/una o mas”, “al
menos uno/una” y “uno/una o mas de uno/una”.

Breve descripcién de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencién puede entenderse mejor por referencia a uno o mas de estos
dibujos en combinacién con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en el presente
documento.

FIGURA 1 Vision de conjunto de la expresion y activacion de miARN. Se transcriben miARN como parte de
moléculas de ARN mas largas que pueden ser de hasta mil nucleétidos (Lee, 2002). Los ARN se procesan en el
ndcleo en ARN en horquilla de 70-100 nucledtidos por la ribonucleasa especifica de ARNbc Drosha (Lee 2003)
(FIGURA 1). Los ARN en horquilla se transportan al citoplasma y se digieren por una segunda ribonucleasa
especifica de doble cadena denominada Dicer. El miARN 19-23 unidades resultante se une con un complejo que es
similar a o idéntico al Complejo Silenciador Inducido por ARN (RISC) que participa en la interferencia de ARN
(Hutvagner, 2002). EI miARN monocatenario, unido a complejo, se une con ARNm con secuencias que son
significativamente, aunque no completamente, complementarias del miARN. Por un mecanismo que no se entiende
completamente, pero que no implica la degradacion de ARNm, el ARNm unido no se traduce, dando como resultado
la expresion reducida del gen correspondiente.

FIGURA 2. Procedimientos para introducir miARN en células. Hay tres procedimientos basicos para
introducir miARN en células. En el primero, se introduce un ADN que porta un promotor cadena arriba de una
secuencia que codifica un miARN en células en las que se transcribe para producir una molécula de ARN que
incluye el miARN maduro. El procesamiento y captacion por el complejo proteico para regulacién génica inducida
por miARN da como resultado la activacion del miARN. Este procedimiento adolece de introduccion ineficaz de la
construccion de ADN en células. En el segundo procedimiento, una molécula de ARNbc de tipo ARNip, una de
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cuyas cadenas es idéntica a un miARN activo, se introduce en células en las que se capta por el complejo
proteico para la activacion de miARN. Este procedimiento proporciona un suministro eficaz, pero con frecuencia
captacion de la molécula de ARN complementaria no pretendida. El tercer procedimiento, descrito en el presente
documento, implica modificar la cadena complementaria para favorecer la captacién y activacion de la cadena
activa de la construccion de miARN sintética.

FIGURA 3. Captacion preferente de cadenas activas en miARN sintéticos de la invencion. Vectores
indicadores con luciferasa bajo el control de sitios diana para miR-33 o let-7 o las cadenas complementarias de
los ARNip anteriormente mencionados. La cotransfeccion de miARN sintéticos y vectores indicadores seguido de
ensayo de luciferasa 24 horas después de la transfeccién revel6 miARN que se activan después de la
transfeccion.

FIGURA 4. Actividad de miARN sintético para diversos miARN. Se prepararon miARN sintéticos con disefio
de ARNip y Pre-miR (5’amina) y se transfectaron en células HelLa a una concentracion final de 3 y 10 nM. Los
miARN sintéticos se cotransfectaron con vectores indicadores que portaban sitios diana para los miARN
maduros. La expresion del indicador de luciferasa en células cotransfectadas se midié veinticuatro horas
después de la transfeccion y se expresé en la figura como la expresion de indicador en relacion con células
cotransfectadas con miARN sintéticos de control negativo.

FIGURA 5. Actividad de miARN sintético entre tipos celulares y contra dianas naturales. Se ensayaron
miARN sintéticos con respecto a activacion de cadena apropiada y especificidad de tipo celular para asegurar
gue el disefio es robusto. Se cotransfectaron cuatro tipos celulares diferentes con miARN sintético y activacion
de cadena asociada activa y complementaria. El panel A muestra que diferentes tipos celulares responden de
forma similar a miARN sintéticos. Después se transfectaron cuatro miARN sintéticos diferentes en diversos tipos
celulares y se midieron los niveles de expresion de dianas naturales de los miARN (Panel B).

FIGURA 6. Esquemética para cribado con bibliotecas de miARN sintéticos o inhibidores de miARN. Se
distribuyen miARN sintéticos y/o inhibidores de miARN en pocillos de una placa de microtitulacion. Se afiade
reactivo de transfeccion y después células a cada pocillo. En algin momento después de la transfeccion, se
evallan las muestras con respecto a un fenotipo. Los miARN que inducen un cambio que es significativo en
relacién con un control negativo se seleccionan para estudio adicional.

FIGURA 7. Criba con respecto a miARN que afectan a la proliferacién celular. En placas de 96 pocillos, se
transfectaron de forma inversa 8.000 células HelLa con inhibidores de miARN (5 pmoles) por triplicado usando
Ambion siPORT Neo-FX. 72 horas después de la transfeccion, las células se fijaron con paraformaldehido al 4
%, se permeabilizaron con TritonX 100 al 0,1 % y se tifieron con yoduro de propidio para observar el nimero de
células totales. Las placas se exploraron usando el Explorador Acumen TTP labtech. La morfologia cambia en
las células inhibidas por miR-31. Las células Hela se transfectaron con Anti-mir31 y las células se fijaron y se
tiieron con anticuerpo anti-beta actina y DAPI para visualizar cambios de la morfologia celular en respuesta a
inhibicion de la funcion de micro ARN mir-31.

FIGURA 8. Criba con respecto a miARN que afectan a la proliferacidn celular en células A549. Criba con
respecto a miARN implicado en la viabilidad celular en células A549. En placas de 96 pocillos, se transfectaron
de forma inversa 8.000 células A549 con inhibidores de miARN (5 pmoles) por triplicado usando Ambion siPORT
Neo-FX. 72 horas después de la transfeccion las células se tripsinizaron y se contaron usando el instrumento de
recuento celular Guava. El niumero de células se representd graficamente y se normalizé para un inhibidor de
huecos. En esta figura, “mir1d” se refiere a mir-1-2.

FIGURA 9. Criba con respecto a miARN que afectan a la apoptosis en células HelLa. Efectos de los
inhibidores de miARN en la actividad caspasa en HelLa. En placas de 96 pocillos, se transfectaron de forma
inversa 8.000 células HeLa con inhibidores de miARN (5 pmoles) por triplicado usando Ambion siPORT Neo-FX.
72 horas después de la transfeccion las células se analizaron usando ensayo de actividad caspasa y se
normalizaron basandose en el ensayo de actividad esterasa. En esta figura, “mirld” se refiere a mir-1-2.

FIGURA 10. Expresion de miARN en pacientes con cancer de pulmén y colon. Los perfiles de expresion de
miARN de tumor frente a tejidos adyacentes normales se compararon para pacientes con cancer de pulmon y
colon. Los miARN se proporcionan en filas; los pacientes se presentan en columnas. El color verde en el mapa
de calor muestra miARN que se regulan negativamente en la muestra tumoral en relacion con la muestra tisular
adyacente normal, y el rojo muestra miARN que se regulan positivamente en la muestra tumoral en relacion con
la muestra tisular adyacente normal.

FIGURA 11. Validacién de los resultados de expresion de matrices de miARN en pacientes con cancer de
pulmén. Se analizaron muestras de ARN totales de dos pacientes con cancer de pulmén con respecto a la
expresion de miR-16, miR-21, miR-143, miR-145 y let-7 usando andlisis de Northern. Los graficos muestran la
abundancia relativa de cada mIARN (relacion de tumor:NAT) del andlisis de matrices y andlisis de
phosphoimager de Northern.

FIGURA 12. Algunos miARN se expresan diferencialmente en multiples tipos de cancer. Se us6 analisis de
matrices de miARN que comparaban tejidos tumorales y adyacentes normales de pacientes con diversos tipos
de céancer para identificar miARN que se expresan diferencialmente en cancer. El porcentaje de pacientes que
muestran regulacion positiva o negativa de un miARN dado se calculd para cada tipo de cancer. Se presentan
los ocho que se expresaban diferencialmente con mas frecuencia entre tipos de muestras.

FIGURA 13. Se muestran miARN que tienen cambios de expresion mayores de 1,5 veces tanto entre infectados
frente a no infectados como entre sensibles frente a insensibles. A la derecha hay un grupo de los resultados de
2 matrices de cada modelo.
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FIGURA 14. miARN expresados diferencialmente en 3 ratones preacondicionados en relacién con ratones
no tratados.

FIGURA 15A-C. miARN sintéticos que reducen la proliferacion celular. A. Se evaluaron células BT549 y
MCF12A (mama), HelLa (cuello uterino) y 22 Rvl (prostata) con respecto a proliferacion celular. B. Se
examinaron células TE354T y TE353SK (piel), BJ (piel) y A549 (pulmén) con respecto a proliferacion celular. C.
Se evaluaron células CRL5826 y HTB-57 (pulmon), Jurkats (linfocitos T) y linfocitos T primarios con respecto a
proliferacién celular.

FIGURA 16. miARN sintéticos que aumentan la proliferacién celular. Se evaluaron células HelLa (cuello
uterino), 22 Rv1 (préstata), TE354T y TE353SK (piel), BJ (piel), A549 (pulmdn), Jurkats (linfocitos T), linfocitos T
primarios, CRL5826 y HTB-57 (pulmén) con respecto a proliferacion celular.

FIGURA 17. Inhibidores de miARN que reducen la proliferacion celular. Se evaluaron células 22 Rvl
(préstata), TE354T (piel), MCF12a (mama) y A549 (pulmdén) con respecto a proliferacién celular.

FIGURA 18. Inhibidores de miARN que reducen la proliferacién celular. Se evaluaron células 22 Rvl
(préstata), TE354T (piel), MCF12a (mama) y A549 (pulmén) con respecto a proliferacién celular.

FIGURA 19. miARN que afectan a la viabilidad celular. Se evaluaron células Jurkats (linfocitos T), linfocitos T
primarios, HelLa (cuello uterino) y A549 (pulmén) con respecto a aumentos y reducciones de la viabilidad celular.
FIGURA 20. miARN que afectan a la apoptosis. Se evaluaron células 22 Rv1 (prostata), TE354T (piel), Jurkats
(linfocitos T) y HelLa (cuello uterino) con respecto a aumentos y reducciones de la apoptosis.

FIGURA 21. miARN que afectan a la viabilidad celular en presencia de un producto terapéutico. Se
evaluaron células A549 (pulmdn) con respecto a aumentos y reducciones de la viabilidad celular en presencia y
ausencia de TRAIL o etopdsido. Se evaluaron células HTB-57 y CRL5826 (pulmén) y HelLa (cuello uterino) con
respecto a una reduccioén de la viabilidad celular en ausencia y presencia de etoposido.

FIGURA 22. miARN que afectan al ciclo celular. Se evaluaron células BJ (piel) y HeLa (cuello uterino) con
respecto a aumentos o reducciones del nimero de células en ciertas fases del ciclo celular (G1, S, G2/M,
replicacién de ADN).

FIGURA 23. Fenotipos de miARN con secuencias similares. Comparacion de secuencias relacionadas y sus
efectos en la proliferacién celular.

FIGURA 24. Genes asociados con la regulaciéon de hTert y secuencias de miARN que se ha predicho que
modulan su expresion.

Descripcién de realizaciones ilustrativas

La presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos que se refieren a la preparacion y
caracterizacion de miARN, asi como el uso de miARN para aplicaciones terapéuticas, de pronostico y de
diagndstico. Para superar el problema con sistemas basados en plasmidos ineficaces previos para introducir miARN
en células, los inventores desarrollaron ARN pequefios, parcialmente bicatenarios que pueden suministrarse con alta
eficacia a células tanto inmortalizadas como primarias. Los ARN pequefios tienen las mismas actividades
funcionales que los miARN expresados de forma enddgena. Debido a que los ARN pequefios pueden suministrarse
a las células con mucha mayor eficacia que los plasmidos, inducen un fenotipo mucho mas fuerte que es mas facil
de detectar y cuantificar, haciendo posible identificar muchas de las funciones de los miARN en células.

Los inventores también han creado una biblioteca de las moléculas de ARN bicatenarias, pequefias, que pueden
usarse para introducir miARN en células, asi como una biblioteca de moléculas antisentido que inhiben las
actividades de miARN conocidos que estan presentes en células. Estas bibliotecas se han usado para regular
positiva 0 negativamente de forma secuencial uno o mas miARN en células para identificar los mIARN que son
criticos para procesos celulares como ciclo celular, apoptosis, diferenciacion, viabilidad, angiogénesis, metabolismo
y otros procesos con potencial terapéutico. También se estan identificando y caracterizando miARN que regulan la
expresion de genes importantes como p53, MYC y RAS para determinar adicionalmente miARN que podrian
proporcionar puntos de intervencion importantes para el tratamiento de la enfermedad. Por ejemplo, se ha mostrado
que let-7 esta implicado en RAS. Véase Johnson y col., 2005. Estos procedimientos de modulacion en serie de las
actividades de miARN y ensayo con respecto a fenotipos celulares se denominan colectivamente cribado funcional
de miARN.

I. Moléculas de miARN

Las moléculas de microARN (“miARN”) son generalmente de 21 a 22 nucledtidos de longitud, aunque se han
indicado longitudes de 17 y hasta 25 nucleétidos. Los miARN se procesan cada uno a partir de una molécula de
ARN precursora mas larga (“miARN precursor”). Los miARN precursores se transcriben de genes no codificantes de
proteinas. Los miARN precursores tienen dos regiones de complementariedad que les permiten formar una
estructura de tipo tallo-bucle o plegada hacia atras, que se escinde por una enzima denominada Dicer en animales.
Dicer es una nucleasa de tipo ribonucleasa Ill. El miARN procesado es tipicamente una parte del tallo.

El miARN procesado (también denominado “miARN maduro”) se convierte en parte de un complejo grande para
regular negativamente un gen diana particular. Los ejemplos de miARN animales incluyen los que forman pares de
bases de forma imperfecta con la diana, lo que detiene la traduccion (Olsen y col., 1999; Seggerson y col., 2002).
También se procesan moléculas de ARNip por Dicer, pero a partir de una molécula de ARN bicatenaria, larga. Los
ARNip no se encuentran de forma natural en células animales, pero pueden actuar en dichas células en un complejo
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silenciador inducido por ARN (RISC) para dirigir la escision especifica de secuencia de una diana de ARNm (Denli y
col., 2003).

El estudio de moléculas de miARN enddgeno se describe, por ejemplo, en la Solicitud de Patente de Estados Unidos
60/575.743.

MIiARN sintéticos

Los miARN estan aparentemente activos en la célula cuando el ARN monocatenario maduro se une con un complejo
proteico que regula la traduccién de ARNm que hibridan con el miARN. La introduccién de moléculas de ARN
exdgeno que afectan a las células de la misma manera que los miARN expresados de forma endégena requiere que
se capte una molécula de ARN monocatenaria de la misma secuencia que el miARN maduro endégeno por el
complejo proteico que facilita el control de la traduccién. Se ha evaluado una diversidad de disefios de moléculas de
ARN. Se han identificado tres disefios generales que maximizan la captacion del miARN monocatenario deseado por
la ruta de miARN. Una molécula de ARN con una secuencia de miARN que tiene al menos uno de los tres disefios
se denomina miARN sintético.

Los miARN sintéticos de la invencién comprenden, en algunas realizaciones, dos moléculas de ARN en las que un
ARN es idéntico a un miARN maduro, de origen natural. La molécula de ARN que es idéntica a un miARN maduro
se denomina la cadena activa. La segunda molécula de ARN, denominada cadena complementaria, es al menos
parcialmente complementaria de la cadena activa. Las cadenas activa y complementaria se hibridan para crear un
ARN bicatenario, denominado miARN sintético, que es similar al precursor de miARN de origen natural que se une
con el complejo proteico inmediatamente antes de la activacion de miARN en la célula. La maximizacion de la
actividad del miARN sintético requiere la maximizacion de la captacién de la cadena activa y minimizacion de la
captacién de la cadena complementaria por el complejo proteico de miARN que regula la expresién génica al nivel
de la traduccién. Los disefios moleculares que proporcionan actividad de miARN 6ptima implican modificaciones de
la cadena complementaria.

Dos disefios incorporan modificaciones quimicas en la cadena complementaria. La primera modificacién implica
crear un ARN complementario con un grupo quimico distinto de un fosfato o hidroxilo en su extremo 5’ terminal. La
presencia de la modificacion 5’ elimina aparentemente la captacién de la cadena complementaria y favorece
posteriormente la captacion de la cadena activa por el complejo proteico de miARN. La modificacion 5 puede ser
cualquiera de una diversidad de moléculas incluyendo NH,, NHCOCHs3, biotina y otras.

La segunda estrategia de modificacion quimica que reduce significativamente la captacion de la cadena
complementaria por la ruta de miARN es incorporar nucledtidos con modificaciones de azucares en los primeros 2-6
nucleétidos de la cadena complementaria. Deberia observarse que las modificaciones de azlcares coherentes con
la segunda estrategia de disefio pueden acoplarse con modificaciones 5 terminales coherentes con la primera
estrategia de disefio para potenciar adicionalmente las actividades de miARN sintético.

El tercer disefio de miARN sintético implica incorporar nucleétidos en el extremo 3’ de la cadena complementaria
gue no son complementarios de la cadena activa. Los hibridos de los ARN activos y complementarios resultantes
son muy estables en el extremo 3’ de la cadena activa pero relativamente inestables en el extremo 5’ de la cadena
activa. Los estudios con ARNip indican que la estabilidad del hibrido 5’ es un indicador clave de la captacién de ARN
para el complejo proteico que apoya la interferencia de ARN, que esta al menos relacionada con la ruta de miARN
en células. Los inventores han descubierto que el uso sensato de los desapareamientos en la cadena de ARN
complementaria potencia significativamente la actividad del miARN sintético.

A. Acidos nucleicos

Se describen moléculas de acido nucleico que pueden introducir o inhibir miARN en células cultivadas. Los acidos
nucleicos pueden haberse producido en células o in vitro por enzimas purificadas aunque se producen
preferentemente por sintesis quimica. Pueden estar en bruto o purificados. El término “miARN”, a no ser que se
indique de otro modo, se refiere al ARN procesado, después de haberse escindido de su precursor. La Tabla 1
indica qué SEC ID N° corresponde a la secuencia precursora particular de un miARN y qué secuencias dentro de la
SEC IN N° corresponden a la secuencia madura. El nombre del miARN se abrevia con frecuencia y se indica sin el
prefijo y se entendera como tal, dependiendo del contexto. A no ser que se indique de otro modo, los miARN
indicados en la solicitud son secuencias humanas identificadas como mir-X o let-X, en las que X es un nimero y/o
letra.
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Tabla 1l

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN [Precursor Secue_r,lcia Procesada en
Relacion con el Precursor
hsa-mir-1-2 SEC ID N°: 1 53-73
hsa-mir-1-1 SEC ID N°: 2 46-66
hsa-let-7a-1 SEC ID N°: 3 6-27
hsa-let-7a-2 SEC ID N° 4 5-26
hsa-let-7a-3 SEC ID N° 5 4-25
hsa-let-7b SEC ID N°: 6 6-27
hsa-let-7c SEC ID N°: 7 11-32
hsa-let-7d SEC ID N°: 8 8-28
hsa-let-7e SEC ID N°: 9 8-28
hsa-let-7f-1 SEC ID N°: 10 7-28
hsa-let-7f-2 SEC ID N°: 11 8-29
hsa-mir-7-1 SEC ID N°: 12 24-44
hsa-mir-7-2 SEC ID N°: 13 32-52
hsa-mir-7-3 SEC ID N°: 14 31-51
hsa-let-7g SEC ID N°: 15 5-25
hsa-let-7i SEC ID N°: 16 6-24
hsa-mir-9-1 SEC ID N°: 17 16-38 y/o 56-76
hsa-mir-9-2 SEC ID N°: 18 16-38 y/o 54-74
hsa-mir-9-3 SEC ID N°: 19 16-38 y/o 56-76
hsa-mir-10a SEC ID N°: 20 22-44
hsa-mir-10b SEC ID N°: 21 27-48
hsa-mir-15a SEC ID N°: 22 14-35
hsa-mir-15b SEC ID N°: 23 20-41
hsa-mir-16-1 SEC ID N°: 24 14-35
hsa-mir-16-2 SEC ID N°: 25 10-31
hsa-mir-17 SEC ID NO°: 26 14-37 y/o 51-70
hsa-mir-18 SEC ID NO°: 27 6-27
hsa-mir-19a SEC ID N°: 28 49-71
hsa-mir-19b-1 SEC ID N°: 29 54-76
hsa-mir-19b-2 SEC ID N°: 30 62-84
hsa-mir-20 SEC ID N°: 31 8-29
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(continuacién)

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN  |Precursor Secue_rjcia Procesada en
Relacion con el Precursor
hsa-mir-21 SEC ID N°: 32 8-29
hsa-mir-22 SEC ID N°: 33 53-74
hsa-mir-23a SEC ID N°: 34 45-65
hsa-mir-23b SEC ID N°: 35 58-80
hsa-mir-24-1 SEC ID N°: 36 6-28 y/o 44-65
hsa-mir-24-2 SEC ID N°: 37 50-71
hsa-mir-25 SEC ID N°: 38 52-73
hsa-mir-26a-1 SEC ID N°: 39 10-31
hsa-mir-26b SEC ID N°: 40 12-32
hsa-mir-26a-2 SEC ID N°: 41 14-35
hsa-mir-27a SEC ID N°: 42 51-72
hsa-mir-27b SEC ID N°: 43 61-80
hsa-mir-28 SEC ID N°: 44 14-35
hsa-mir-29a SEC ID N©: 45 41-62
hsa-mir-29b-1 SEC ID N°: 46 51-70
hsa-mir-29b-2 SEC ID N°: 47 52-71
hsa-mir-29c SEC ID N°: 48 54-75
hsa-mir-30a SEC ID N°: 49 47-68
hsa-mir-30c-2 SEC ID N°: 50 7-29
hsa-mir-30d SEC ID N°: 51 6-27
hsa-mir-30b SEC ID N°: 52 17-37
hsa-mir-30c-1 SEC ID N°: 53 17-39
hsa-mir-30e SEC ID N°: 54 2-21
hsa-mir-31 SEC ID N°: 55 9-29
hsa-mir-32 SEC ID N°: 56 6-26
hsa-mir-33 SEC ID N°: 57 6-24
hsa-mir-34a SEC ID N°: 58 22-43
hsa-mir-34b SEC ID N°: 59 14-35
hsa-mir-34c SEC ID N°: 60 13-34
hsa-mir-92-1 SEC ID N°: 61 48-69
hsa-mir-92-2 SEC ID N°: 62 48-69
hsa-mir-93 SEC ID N°: 63 12-33
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(continuacién)

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN Precursor Secue_r,lcia Procesada en
Relacion con el Precursor
hsa-mir-95 SEC ID N°: 64 49-70
hsa-mir-96 SEC ID N°: 65 9-30
hsa-mir-98 SEC ID N°: 66 2-23
hsa-mir-99a SEC ID N°: 67 13-34
hsa-mir-99b SEC ID N°: 68 7-28
hsa-mir-100 SEC ID N°: 69 13-34
hsa-mir-101-1 SEC ID N°: 70 47-68
hsa-mir-101-2 SEC ID N°: 71 49-70
hsa-mir-103-2 SEC ID N°: 72 48-70
hsa-mir-103-1 SEC ID N°: 73 48-70
hsa-mir-105-1 SEC ID N°: 74 13-32
hsa-mir-105-2 SEC ID N°: 75 13-32
hsa-mir-106a SEC ID N°: 76 13-36
hsa-mir-106b SEC ID N°: 77 12-32
hsa-mir-107 SEC ID N°: 78 50-72
hsa-mir-122a SEC ID N°: 79 15-37
hsa-mir-124a-1 SEC ID N°: 80 52-73
hsa-mir-124a-2 SEC ID N°: 81 61-82
hsa-mir-124a-3 SEC ID N°: 82 52-73
hsa-mir-125b-1 SEC ID N°: 83 15-36
hsa-mir-125a SEC ID N°: 84 15-37
hsa-mir-125b-2 SEC ID NO°: 85 17-38
hsa-mir-126 SEC ID N°: 86 15-35 y/o 52-72
hsa-mir-127 SEC ID N°: 87 57-78
hsa-mir-128a SEC ID N°: 88 50-71
hsa-mir-128b SEC ID N°: 89 52-73
hsa-mir-129-2 SEC ID N°: 90 15-35
hsa-mir-130a SEC ID N°: 91 55-74
hsa-mir-130b SEC ID N°: 92 51-72
hsa-mir-132 SEC ID N°: 93 59-80
hsa-mir-133a-1 SEC ID N°: 94 54-75
hsa-mir-133a-2 SEC ID N°: 95 60-81
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(continuacién)

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN Precursor Secue_rjcia Procesada en
Relacion con el Precursor
hsa-mir-133b SEC ID N°: 96 67-87
hsa-mir-134 SEC ID N°: 97 8-28
hsa-mir-135a-1 SEC ID N°: 98 17-39
hsa-mir-135a-2 SEC ID N°: 99 23-45
hsa-mir-135b SEC ID N°: 100 16-37
hsa-mir-136 SEC ID N°: 101 15-37
hsa-mir-137 SEC ID N°: 102 |60-81
hsa-mir-138-2 SEC ID N°: 103 [10-26
hsa-mir-138-1 SEC ID N°: 104  [23-39
hsa-mir-139 SEC ID N°: 105 |7-24
hsa-mir-140 SEC ID N°: 106  |24-44
hsa-mir-141 SEC ID N°: 107  |60-80
hsa-mir-142 SEC ID N°: 108 16-35 y/o 52-74
hsa-mir-143 SEC ID N°: 109 [61-82
hsa-mir-144 SEC ID N°: 110  [52-73
hsa-mir-145 SEC ID N° 111 16-39
hsa-mir-146 SEC ID N°: 112  21-42
hsa-mir-147 SEC ID N°: 113  |[47-66
hsa-mir-148a SEC ID N°: 114  |44-65
hsa-mir-148b SEC ID N°: 115  |63-84
hsa-mir-149 SEC ID N°: 116 15-36
hsa-mir-150 SEC ID N° 117 16-37
hsa-mir-151 SEC ID N°: 118 46-67
hsa-mir-152 SEC ID N°: 119 54-74
hsa-mir-153-1 SEC ID N°: 120 54-73
hsa-mir-153-2 SEC ID N°: 121 [53-72
hsa-mir-154 SEC ID N°: 122 15-36
hsa-mir-155 SEC ID N°: 123  |4-25
hsa-mir-181a SEC ID N°: 124  |39-61
hsa-mir-181b-1 SEC ID N°: 125  |36-59
hsa-mir-181c SEC ID N°: 126  |27-48
hsa-mir-181b-2 SEC ID N°: 127 16-39
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(continuacién)

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN  |Precursor Secue_rjcia Procesada en
Relacion con el Precursor
hsa-mir-182 SEC ID N°: 128  |23-44 y/o 67-87
hsa-mir-183 SEC ID N°: 129  |27-49
hsa-mir-184 SEC ID N°: 130  [53-74
hsa-mir-185 SEC ID N°: 131 15-32
hsa-mir-186 SEC ID N°: 132 15-37
hsa-mir-187 SEC ID N°: 133 |71-91
hsa-mir-188 SEC ID N°: 134  |15-36
hsa-mir-190 SEC ID N°: 135  [15-36
hsa-mir-191 SEC ID N°: 136 16-37
hsa-mir-192 SEC ID N°: 137  |24-44
hsa-mir-193 SEC ID N°: 138  |55-75
hsa-mir-194-1 SEC ID N°: 139 15-36
hsa-mir-194-2 SEC ID N°: 140  [15-36
hsa-mir-195 SEC ID N°: 141 15-35
hsa-mir-196-1 SEC ID N°: 142 [7-27
hsa-mir-196-2 SEC ID N°: 143 |25-45
hsa-mir-197 SEC ID N° 144  |48-69
hsa-mir-198 SEC ID N°: 145  |6-24
hsa-mir-199a-1 SEC ID N°: 146  |6-28 y/o 46-67
hsa-mir-199a-2 SEC ID N°: 147 (31-53 y/o 69-90
hsa-mir-199b SEC ID N°: 148  |26-48
hsa-mir-200b SEC ID N°: 149  [54-77
hsa-mir-200c SEC ID N°: 150  |45-66
hsa-mir-200a SEC ID N°: 151  |54-75
hsa-mir-203 SEC ID N°: 152  |65-86
hsa-mir-204 SEC ID N°: 153  33-54
hsa-mir-205 SEC ID N°: 154  |34-55
hsa-mir-206 SEC ID N°: 155  |53-74
hsa-mir-208 SEC ID N°: 156  |44-65
hsa-mir-210 SEC ID N°: 157  |66-86
hsa-mir-211 SEC ID N°: 158  26-47
hsa-mir-212 SEC ID N°: 159  [71-91
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(continuacién)

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN  |Precursor Secue_rjcia Procesada en
Relacion con el Precursor
hsa-mir-213 SEC ID N°: 160  |24-46 y/o 64-85
hsa-mir-214 SEC ID N°: 161  |71-91
hsa-mir-215 SEC ID N°: 162  |27-47
hsa-mir-216 SEC ID N°: 163 19-39
hsa-mir-217 SEC ID N°: 164  |35-58
hsa-mir-218-1 SEC ID N°: 165  |25-45
hsa-mir-218-2 SEC ID N°: 166  |25-45
hsa-mir-219-1 SEC ID N°: 167  |21-41
hsa-mir-219-2 SEC ID N°: 168 19-39
hsa-mir-220 SEC ID N°: 169  |23-43
hsa-mir-221 SEC ID N°: 170  |65-87
hsa-mir-222 SEC ID N°: 171 [69-92
hsa-mir-223 SEC ID N°: 172 |68-88
hsa-mir-224 SEC ID N°: 173 |8-30
hsa-mir-296 SEC ID N°: 174 (14-34
hsa-mir-299 SEC ID N°: 175  |7-28
hsa-mir-301 SEC ID N°: 176  [51-73
hsa-mir-302 SEC ID N°: 177  |44-66
hsa-mir-320 SEC ID N°: 178  |48-70
hsa-mir-321 SEC ID N°: 179 10-30
hsa-mir-323 SEC ID N°: 180 [50-71
hsa-mir-324 SEC ID N°: 181 16-38 y/o 51-72
hsa-mir-326 SEC ID N°: 182  [60-79
hsa-mir-328 SEC ID N°: 183  |48-69
hsa-mir-330 SEC ID N°: 184  |57-79
hsa-mir-331 SEC ID N°: 185  [61-81
hsa-mir-335 SEC ID N°: 186 16-38
hsa-mir-337 SEC ID N°: 187  |56-78
hsa-mir-338 SEC ID N°: 188  42-64
hsa-mir-339 SEC ID N°: 189  [15-35
hsa-mir-340 SEC ID N°: 190 [58-80
hsa-mir-342 SEC ID N°: 191  |61-84

16




ES 2534301 T3

(continuacién)

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN  |Precursor Secue_r,lcia Procesada — en
Relacion con el Precursor
hsa-mir-345 SEC ID N°: 573 17-37
hsa-mir-346 SEC ID N°: 574  |4-26
hsa-mir-367 SEC ID N°: 575  |44-65
hsa-mir-368 SEC ID N°: 576  44-65
hsa-mir-369 SEC ID N°: 577  |44-64
hsa-mir-370 SEC ID N°: 578  (48-68
hsa-mir-371 SEC ID N°: 579  |44-64
hsa-mir-372 SEC ID N°: 580  [42-64
hsa-mir-373 SEC ID N°: 581  |44-66
hsa-mir-374 SEC ID N°: 582 12-33
hsa-mir-375 SEC ID N°: 677  |40-61
hsa-mir-376a SEC ID N°: 678  |44-64
hsa-mir-377 SEC ID N°: 679  |45-66
hsa-mir-378 SEC ID N°: 680  [5-26 y 44-65
hsa-mir-379 SEC ID N°: 681  [6-24
hsa-mir-380 SEC ID N°%: 682  [5-26 y 40-61
hsa-mir-381 SEC ID N°: 683  [49-70
hsa-mir-382 SEC ID N°: 684  (11-32
hsa-mir-383 SEC ID N°: 685  |7-28
hsa-mir-384 SEC ID N°: 686  [57-76
hsa-mir-422a SEC ID N°: 687 11-32
hsa-mir-423 SEC ID N°: 688  [53-74
hsa-mir-424 SEC ID N°: 689  [11-32
hsa-mir-425 SEC ID N°: 690  [55-75
hsa-mir-448 SEC ID N°: 691  [71-92
hsa-mir-429 SEC ID N°: 692  [51-72
hsa-mir-449 SEC ID N°: 693 16-37
hsa-mir-450-1 SEC ID N°: 694  [17-38
hsa-mir-450-2 SEC ID N°: 704  |22-43
hsa-mir-451 SEC ID N°: 705 17-39
hsa-mir-452 SEC ID N°: 706 17-38
hsa-mir-453 SEC ID N°: 707  43-64
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(continuacién)

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN Precursor gglceltjceig(r:\iion eplrg(r::(fl??s%r en
hsa-mir-455 SEC ID N°: 708  [16-37
hsa-mir-483 SEC ID N°: 709  |48-70
hsa-mir-484 SEC ID N°: 710  [2-23
hsa-mir-485 SEC ID N°: 711 9-30
hsa-mir-486 SEC ID N°: 712 4-25
hsa-mir-487 SEC ID N°: 713 |49-70
hsa-mir-488 SEC ID N°: 714 14-34
hsa-mir-489 SEC ID N°: 715 51-73
hsa-mir-490 SEC ID N°: 716 76-97
hsa-mir-491 SEC ID N°: 717 16-38
hsa-mir-492 SEC ID N°: 718  (30-52
hsa-mir-493 SEC ID N°: 719 16-37
hsa-mir-494 SEC ID N°: 720  |48-71
hsa-mir-495 SEC ID N°: 721 50-72
hsa-mir-496 SEC ID N°: 722 61-77
hsa-mir-497 SEC ID N°: 723 24-44
hsa-mir-498 SEC ID N°: 724  (34-56
hsa-mir-499 SEC ID N°: 725 33-55
hsa-mir-500 SEC ID N°: 726 52-73
hsa-mir-501 SEC ID N°: 727 14-35
hsa-mir-502 SEC ID N°: 728 1-21
hsa-mir-503 SEC ID N°: 729 6-28
hsa-mir-504 SEC ID N°: 730  [13-33
hsa-mir-505 SEC ID N°: 731 [52-73
hsa-mir-506 SEC ID N°: 732 [71-91
hsa-mir-507 SEC ID N°: 733 56-76
hsa-mir-508 SEC ID N°: 734  61-83
hsa-mir-509 SEC ID N°: 735  [55-77
hsa-mir-510 SEC ID N°: 736  [10-32
hsa-mir-511-1 SEC ID N°: 737 16-36
hsa-mir-511-2 SEC ID N°: 738 16-36
hsa-mir-512-1 SEC ID N°: 739 14-36
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(continuacién)

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN Precursor gglc:ceigﬁiion ;rg(;:gj?;r en
hsa-mir-512-2 SEC ID N°: 740  [20-42
hsa-mir-513-1 SEC ID N°: 741 |37-58
hsa-mir-513-2 SEC ID N°: 742 [36-57
hsa-mir-514-1 SEC ID N°: 743 (39-58
hsa-mir-514-2 SEC ID N°: 744  (39-58
hsa-mir-514-3 SEC ID N°: 745  |39-58
hsa-mir-515-1 SEC ID N°: 746 14-37
hsa-mir-515-2 SEC ID N°: 747 14-37
hsa-mir-516-1 SEC ID N°: 748  |61-78
hsa-mir-516-2 SEC ID N°: 749  |61-78
hsa-mir-516-3 SEC ID N°: 750  [15-37
hsa-mir-516-4 SEC ID N°: 751 15-37
hsa-mir-517a SEC ID N°: 752 15-36
hsa-mir-517b SEC ID N°: 753  |6-27
hsa-mir-517c¢ SEC ID N°: 754  20-41
hsa-mir-518a-1 SEC ID N°: 755 14-34
hsa-mir-518a-2 SEC ID N°: 756 15-34
hsa-mir-518b SEC ID N°: 757  [51-72
hsa-mir-518c SEC ID N°: 758  24-46
hsa-mir-518d SEC ID N°: 759  [16-36
hsa-mir-518e SEC ID N°: 760  [54-75
hsa-mir-518f SEC ID N°: 761 16-38
hsa-mir-519a-1 SEC ID N°: 762  [15-38
hsa-mir-519a-2 SEC ID N°: 763  [54-78
hsa-mir-519b SEC ID N°: 764  13-36
hsa-mir-519c¢ SEC ID N°: 765 16-39
hsa-mir-519d SEC ID N°: 766  [54-76
hsa-mir-519e SEC ID N°: 767  [14-35
hsa-mir-520a SEC ID N°: 768  [15-35
hsa-mir-520b SEC ID N°: 769 41-61
hsa-mir-520c SEC ID N°: 770  (16-36
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(continuacién)

Secuencias de miARN humanas

Nombre del miARN |Precursor gglc:ceigtr:\iion erlr;)rgilsj?gsr en
hsa-mir-520d SEC ID N°: 771 15-37
hsa-mir-520e SEC ID N°: 772 [54-74
hsa-mir-520f SEC ID N°: 773 [55-76
hsa-mir-520g SEC ID N°: 774  [55-78
hsa-mir-520h SEC ID N°: 775  |55-76
hsa-mir-521-1 SEC ID N°: 776  [54-75
hsa-mir-521-2 SEC ID N°: 777  [54-75
hsa-mir-522 SEC ID N°: 778 [16-39
hsa-mir-523 SEC ID N°: 779 16-39
hsa-mir-524 SEC ID N°: 780  [16-37
hsa-mir-525 SEC ID N°: 781 15-35
hsa-mir-526a-1 SEC ID N°: 782 15-35
hsa-mir-526a-2 SEC ID N°: 783 [7-27
hsa-mir-526b SEC ID N°: 784  (14-37
hsa-mir-527 SEC ID N°: 785 14-34
ambi-mir-7100 SEC ID N°: 803
mir-526b* SEC ID N°: 804
mir-520a* SEC ID N°: 805
Tabla 2
Secuencias de miARN de ratén
Nombre del Precursor Secu'e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor
mmu-mir-1-1 SEC ID N°: 192 149-69
mmu-mir-1-2 SEC ID N°: 193 |47-67
mmu-let-7g SEC ID N°: 194 |7-27
mmu-let-7i SEC ID N° 195 [6-24
mmu-let-7d SEC ID N° 196 |16-36 + 70-91
mmu-let-7a-1 SEC ID N°: 197 |13-34
mmu-let-7a-2 SEC ID N°: 198 |17-38
mmu-let-7b SEC ID N°: 199 [7-28
mmu-let-7c-1 SEC ID N° 200 |16-37
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(continuacién)

Secuencias de miARN de ratén

Nombre del

Secuencia Procesada en

miARN Precursor Relacién con el Precursor
mmu-let-7c-2 SEC ID N°: 201 [14-35
mmu-let-7e SEC ID N°: 202 [15-35
mmu-let-7f-1 SEC ID N°: 203 [8-29
mmu-let-7f-2 SEC ID N°: 204 [8-29
mmu-mir-7-1 SEC ID N°: 205 |24-44
mmu-mir-7-2 SEC ID N°: 206 [19-39
mmu-mir-7b SEC ID N°: 207 [30-50
mmu-mir-9-2 SEC ID N°: 208 [8-30 y/o 46-66
mmu-mir-9-1 SEC ID N°: 209 [16-38 y/o 56-76
mmu-mir-9-3 SEC ID N°: 210 [16-38 y/o 56-76
mmu-mir-10b SECID N°: 21 [7-28
mmu-mir-10a-1 SEC ID N°: 212 [22-44
mmu-mir-10a-2 SEC ID N°: 213 [22-44
mmu-mir-15b SEC ID N°: 214 |4-25
mmu-mir-15a SEC ID N°: 215 |15-36
mmu-mir-16-1 SEC ID N°: 216 |16-37
mmu-mir-16-2 SEC ID N°: 217 |17-38
mmu-mir-17 SEC ID N°: 218 |14-37 y/o 51-70
mmu-mir-18 SEC ID N°: 219 |17-38
mmu-mir-19b-2 SEC ID N°: 220 [54-76
mmu-mir-19a SEC ID N°: 221 [49-71
mmu-mir-19b-1 SEC ID N°: 222 |54-76
mmu-mir-20 SEC ID N©: 223 |27-49
mmu-mir-21 SEC ID N°: 224 |18-39
mmu-mir-22 SEC ID N©: 225 |57-78
mmu-mir-23b SEC ID N°: 226 |46-68
mmu-mir-23a SEC ID N°: 227 |46-66
mmu-mir-24-1 SEC ID N°: 228 |6-28 y/o 44-65
mmu-mir-24-2 SEC ID N°: 229 [61-82
mmu-mir-25 SEC ID N°: 230 [52-73
mmu-mir-26a-1 SEC ID N°: 231 |16-37
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(continuacién)

Secuencias de miARN de ratén

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor

mmu-mir-26b SEC ID N°: 232 [15-36
mmu-mir-26a-2 SEC ID N°: 233 |14-35
mmu-mir-27b SEC ID N°: 234 |49-68
mmu-mir-27a SEC ID N°: 235 [56-76
mmu-mir-28 SEC ID N°: 236 |14-35
mmu-mir-29b-1 SEC ID N°: 237 |47-68
mmu-mir-29a SEC ID N°: 238 [53-74
mmu-mir-29c SEC ID N°: 239 [54-75
mmu-mir-29b-2 SEC ID N° 240 [52-73
mmu-mir-30a SEC ID N°: 241 |47-68
mmu-mir-30b SEC ID N°: 242 |2-22

mmu-mir-30e SEC ID N°: 243 |2-21

mmu-mir-30c-1 SEC ID N°: 244 (17-39
mmu-mir-30c-2 SEC ID N°: 245 |14-36
mmu-mir-30d SEC ID N°: 246 |12-33
mmu-mir-31 SEC ID N°: 247 |28-49
mmu-mir-32 SEC ID N©°: 248 |6-26

mmu-mir-33 SEC ID N°: 249 |6-24

mmu-mir-34c SEC ID N°: 250 |13-35
mmu-mir-34b SEC ID N°: 251 |13-35
mmu-mir-34a SEC ID N°: 252 |20-42
mmu-mir-92-2 SEC ID N°: 253 |55-75
mmu-mir-92-1 SEC ID N°: 254 |50-70
mmu-mir-93 SEC ID N°: 255 |15-37
mmu-mir-96 SEC ID N°: 256 |24-46
mmu-mir-98 SEC ID N°: 257 [2-23

mmu-mir-99a SEC ID N°: 258 |6-25

mmu-mir-99b SEC ID N°: 259 [7-28

mmu-mir-100 SEC ID N°: 260 |13-34
mmu-mir-101 SEC ID N°: 261 [38-57
mmu-mir-101b SEC ID N° 262 [61-82
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(continuacién)

Secuencias de miARN de ratén

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor

mmu-mir-103-1 SEC ID N°: 263 [52-74
mmu-mir-103-2 SEC ID N°: 264 [52-74
mmu-mir-106a SEC ID N°: 265 |5-26
mmu-mir-106b SEC ID N° 266 |12-32
mmu-mir-107 SEC ID N°: 267 |52-74
mmu-mir-122a SEC ID N°: 268 |6-28
mmu-mir-124a-3 SEC ID N°: 269 143-64
mmu-mir-124a-1 SEC ID N°: 270 [52-73
mmu-mir-124a-2 SEC ID N°: 271 |61-82
mmu-mir-125a SEC ID N°: 272 |6-28
mmu-mir-125b-2 SEC ID N°: 273 |7-28
mmu-mir-125b-1 SEC ID N°: 274 |15-36
mmu-mir-126 SEC ID N°: 275 [9-29 y/o 46-66
mmu-mir-127 SEC ID N°: 276 |43-64
mmu-mir-128a SEC ID N°: 277 |44-65
mmu-mir-128b SEC ID N°: 278 [48-69
mmu-mir-129-1 SEC ID N°: 279 [6-27
mmu-mir-129-2 SEC ID N°: 280 |15-36
mmu-mir-130a SEC ID N°: 281 }42-61
mmu-mir-130b SEC ID N°: 282 [51-72
mmu-mir-132 SEC ID N°: 283 [42-63
mmu-mir-133a-1 SEC ID N°: 284 |44-65
mmu-mir-133a-2 SEC ID N°: 285 [60-81
mmu-mir-133b SEC ID N°: 286 |67-87
mmu-mir-134 SEC ID N°: 287 |7-27
mmu-mir-135a-1 SEC ID N°: 288 |17-39
mmu-mir-135b SEC ID N°: 289 |16-37
mmu-mir-135a-2 SEC ID N°: 290 |23-45
mmu-mir-136 SEC ID N°: 291 |5-27
mmu-mir-137 SEC ID N°: 292 146-67
mmu-mir-138-2 SEC ID N°: 293 |2-18
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(continuacién)

Secuencias de miARN de ratén

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor

mmu-mir-138-1 SEC ID N°: 294 [23-39
mmu-mir-139 SEC ID N°: 295 |7-24
mmu-mir-140 SEC ID N°: 296 |7-27
mmu-mir-141 SEC ID N°: 297 |49-69
mmu-mir-142 SEC ID N°: 298 |4-23 y/o 40-61
mmu-mir-143 SEC ID N°: 299 140-61
mmu-mir-144 SEC ID N°: 300 143-64
mmu-mir-145 SEC ID N°: 301 |7-30
mmu-mir-146 SEC ID N°: 302 [6-27
mmu-mir-148a SEC ID N°: 303 [61-82
mmu-mir-149 SEC ID N°: 304 |4-25
mmu-mir-150 SEC ID N°: 305 |6-27
mmu-mir-151 SEC ID N°: 306 |43-63
mmu-mir-152 SEC ID N°: 307 |47-67
mmu-mir-153 SEC ID N°: 308 }44-63
mmu-mir-154 SEC ID N°: 309 [6-27
mmu-mir-155 SEC ID N° 310 4-25
mmu-mir-181a SEC ID N°: 311 |7-29
mmu-mir-181b-1 SEC ID N°: 312 |12-35
mmu-mir-181c SEC ID N°: 313 |17-38
mmu-mir-181b-2 SEC ID N°: 314 |16-39
mmu-mir-182 SEC ID N°: 315 |7-28
mmu-mir-183 SEC ID N°: 316 [6-28
mmu-mir-184 SEC ID N°: 317 |45-66
mmu-mir-185 SEC ID N°: 318 |[7-24
mmu-mir-186 SEC ID N°: 319 |7-29
mmu-mir-187 SEC ID N°: 320 }40-61
mmu-mir-188 SEC ID N°: 321 |6-27
mmu-mir-190 SEC ID N°: 322 |6-27
mmu-mir-191 SEC ID N°: 323 |7-28
mmu-mir-192 SEC ID N° 324 |14-31
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Secuencias de miARN de ratén

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor

mmu-mir-193 SEC ID N°: 325 |41-61
mmu-mir-194-1 SEC ID N°: 326 |7-28
mmu-mir-194-2 SEC ID N°: 327 [16-37
mmu-mir-195 SEC ID N°: 328 |1-21
mmu-mir-196-1 SEC ID N°: 329 |24-44
mmu-mir-196-2 SEC ID N°: 330 [16-36
mmu-mir-199a-1 SEC ID N°: 331 [6-28 y/o 45-66
mmu-mir-199a-2 SEC ID N°: 332 [31-53 y/o 69-90
mmu-mir-199b SEC ID N°: 333 |26-48
mmu-mir-200b SEC ID N°: 334 [45-67
mmu-mir-200a SEC ID N°: 335 [54-75
mmu-mir-200c SEC ID N°: 336 |46-67
mmu-mir-201 SEC ID N°: 337 |6-26
mmu-mir-202 SEC ID N°: 338 [45-66
mmu-mir-203 SEC ID N°: 339 [49-69
mmu-mir-204 SEC ID N°: 340 [6-28
mmu-mir-205 SEC ID N°: 341 |7-28
mmu-mir-206 SEC ID N°: 342 |46-67
mmu-mir-207 SEC ID N°: 343 |52-74
mmu-mir-208 SEC ID N°: 344 |50-71
mmu-mir-210 SEC ID N°: 345 |66-86
mmu-mir-211 SEC ID N°: 346 |26-47
mmu-mir-212 SEC ID N°: 347 |56-76
mmu-mir-213 SEC ID N°: 348 |14-36 y/o 54-75
mmu-mir-214 SEC ID N°: 349 |71-91
mmu-mir-215 SEC ID N°: 350 [30-50
mmu-mir-216 SEC ID N°: 351 |7-27
mmu-mir-217 SEC ID N°: 352 [34-57
mmu-mir-218-2 SEC ID N©°: 353 |25-45
mmu-mir-219-1 SEC ID N°: 354 [21-41
mmu-mir-219-2 SEC ID N° 355 |19-39
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Secuencias de miARN de ratén

Nombre del

Secuencia Procesada en

miARN Precursor Relacién con el Precursor

mmu-mir-221 SEC ID N°: 356 |60-81
mmu-mir-222 SEC ID N°: 357 149-71
mmu-mir-223 SEC ID N°: 358 [68-88
mmu-mir-224 SEC ID N°: 359 [8-30
mu-miR-290 SEC ID N°: 360 |15-37
mmu-mir-291 SEC ID N°: 361 |14-35 y/o 50-72
mmu-mir-292 SEC ID N°: 362 |12-33 y/o 51-73
mmu-mir-293 SEC ID N°: 363 [48-69
mmu-mir-294 SEC ID N°: 364 [51-72
mmu-mir-295 SEC ID N°: 365 [43-65
mmu-mir-296 SEC ID N°: 366 [13-33
mmu-mir-297-1 SEC ID N°: 367 |15-35
mmu-mir-297-2 SEC ID N°: 368 [36-56
mmu-mir-298 SEC ID N°: 369 |11-32
mmu-mir-299 SEC ID N°: 370 |7-28
mmu-mir-300 SEC ID N°: 371 |51-72
mmu-mir-301 SEC ID N°: 372 |51-73
mmu-mir-302 SEC ID N°: 373 |44-66
mmu-mir-320 SEC ID N°: 374 148-70
mmu-mir-321 SEC ID N°: 375 |10-30
mmu-mir-323 SEC ID N°: 376 [50-71
mmu-mir-324 SEC ID N°: 377 |18-40 y/o 53-74
mmu-mir-325 SEC ID N°: 378 |16-38
mmu-mir-326 SEC ID N°: 379 [60-80
mmu-mir-328 SEC ID N°: 380 [61-82
mmu-mir-329 SEC ID N°: 381 [61-82
mmu-mir-330 SEC ID N°: 382 [61-83
mmu-mir-331 SEC ID N°: 383 [61-81
mmu-mir-337 SEC ID N°: 384 [61-83
mmu-mir-338 SEC ID N°: 385 [61-83
mmu-mir-339 SEC ID N°: 386 |16-36
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Secuencias de miARN de ratén

Nombre del

Secuencia Procesada en

miARN Precursor Relacién con el Precursor

mmu-mir-340 SEC ID N°: 387 [61-83
mmu-mir-341 SEC ID N°: 388 [61-81
mmu-mir-342 SEC ID N°: 389 (61-84
mmu-mir-344 SEC ID N° 390 [61-83
mmu-mir-345 SEC ID N°: 391 |16-36
mmu-mir-346 SEC ID N°: 392 (16-38
mmu-mir-350 SEC ID N°: 393 (61-84
mmu-mir-351 SEC ID N°: 583 [16-39
mmu-mir-370 SEC ID N°: 584 148-70
mmu-mir-376a SEC ID N°: 585 44-64
mmu-mir-376b SEC ID N°: 586 [51-72
mmu-mir-380 SEC ID N°: 587 |40-61
mmu-mir-409 SEC ID N°: 588 |47-69
mmu-mir-410 SEC ID N°: 589 [50-71
mmu-mir-411 SEC N°:590 [56-78
mmu-mir-412 SEC N°:591 [50-72
mmu-mir-425 SEC ID N° 695 |54-74
mmu-mir-429 SEC ID N° 696 [51-72
mmu-mir-448 SEC ID N°: 697 |72-93
mmu-mir-449 SEC ID N°: 698 |16-37
mmu-mir-450 SEC ID N° 699 |17-38
mmu-mir-451 SEC ID N°: 786 |17-38
mmu-mir-452 SEC ID N°: 787 |17-38
mmu-mir-463 SEC ID N°: 788 |4-24

mmu-mir-464 SEC ID N°: 789 |47-69
mmu-mir-465 SEC ID N° 790 [5-27

mmu-mir-466 SEC ID N° 791 |51-73
mmu-mir-467 SEC ID N°: 792 |50-71
mmu-mir-468 SEC ID N°: 793 [53-75
mmu-mir-469 SEC ID N°: 794 |6-31

mmu-mir-470 SEC ID N° 795 [9-29
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Secuencias de miARN de ratén

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en

miARN Relacion con el Precursor
mmu-mir-471 SEC ID N°: 796 |7-29
mmu-mir-483 SEC ID N°: 797 |45-67
mmu-mir-484 SEC ID N°: 798 |2-23
mmu-mir-485 SEC ID N° 799 [9-30
mmu-mir-486 SEC ID N°: 800 [4-25

Tabla 3
Secuencias de miARN de rata
Nom_bre del Precursor Secuga'ncia Procesada en

miARN Relacion con el Precursor
rno-let-7d SEC ID N°: 394 |14-34 y/o 68-89
rno-mir-7-1 SEC ID N°: 395 |19-39 y/o 61-82
rno-let-7a-1 SEC ID N°: 396 (13-34
rno-let-7a-2 SEC ID N°: 397 |17-38
rno-let-7b SEC ID N°: 398 |7-28
rno-let-7c-1 SEC ID N°: 399 |16-37
rno-let-7c-2 SEC ID N° 400 |14-35
rno-let-7e SEC ID N°: 401 [15-35
rno-let-7f-1 SEC ID N°: 402 |8-29
rno-let-7f-2 SEC ID N°: 403 [8-29
rno-let-7i SEC ID N°: 404 |6-24
rno-mir-7-2 SEC ID N° 405 |19-39
rno-mir-7b SEC ID N°: 406 |29-49
rno-mir-9-1 SEC ID N°: 407 (16-38
rno-mir-9-3 SEC ID N°: 408 (16-38
rno-mir-9-2 SEC ID N°: 409 (16-38
mo-mir-10a SEC ID N° 410 |22-44
rno-mir-10b SEC ID N° 411 |26-47
rno-mir-15b SEC ID N° 412 |20-41
rno-mir-16 SEC ID N°: 413 [17-38
rno-mir-17 SEC ID N°: 414 |14-37
rno-mir-18 SEC ID N° 415 |17-38
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Secuencias de miARN de rata

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor

rno-mir-19b-1 SEC ID N°: 416 [54-76
rno-mir-19b-2 SEC ID N°: 417 |62-84
rno-mir-19a SEC ID N°: 418 (49-71
rno-mir-20 SEC ID N°: 419 (16-38 y/o 52-72
rno-mir-21 SEC ID N°: 420 |18-39
rno-mir-22 SEC ID N°: 421 |57-78
rno-mir-23a SEC ID N°: 422 |46-66
rno-mir-23b SEC ID N°: 423 |58-80
rno-mir-24-1 SEC ID N°: 424 44-65
rno-mir-24-2 SEC ID N° 425 |61-82
rno-mir-25 SEC ID N°: 426 |52-73
rno-mir-26a SEC ID N°: 427 (16-37
rno-mir-26b SEC ID N°: 428 |15-36
rno-mir-27b SEC ID N°: 429 |61-80
rno-mir-27a SEC ID N°: 430 |56-76
rno-mir-28 SEC ID N° 431 |14-35
rno-mir-29b-2 SEC ID N° 432 |52-73
rno-mir-29a SEC ID N°: 433 |53-74
rno-mir-29b-1 SEC ID N°: 434 |51-72
rno-mir-29c SEC ID N°: 435 |54-75
rno-mir-30c-1 SEC ID N°: 436 |17-39
rno-mir-30e SEC ID N°: 437 |2-21
rno-mir-30b SEC ID N°: 438 [16-36
rno-mir-30d SEC ID N°: 439 [12-33
rno-mir-30a SEC ID N°: 440 |47-68
rno-mir-30c-2 SEC ID N°: 441 |14-36
rno-mir-31 SEC ID N°: 442 |28-49
rno-mir-32 SEC ID N°: 443 |6-26
rno-mir-33 SEC ID N°: 444 |6-24
rno-mir-34b SEC ID N°: 445 [13-35
rno-mir-34c SEC ID N°: 446 [13-35
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Secuencias de miARN de rata

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor

rno-mir-34a SEC ID N°: 447 (20-42
rno-mir-92-1 SEC ID N°: 448 |48-68
rno-mir-92-2 SEC ID N°: 449 [55-75
rno-mir-93 SEC ID N° 450 |15-37
rno-mir-96 SEC ID N° 451 |24-46
rno-mir-98 SEC ID N°: 452 [2-23
rno-mir-99a SEC ID N°: 453 (13-34
rno-mir-99b SEC ID N°: 454 |7-28
rno-mir-100 SEC ID N°: 455 [13-34
rno-mir-101b SEC ID N°: 456 |61-82
rno-mir-101 SEC ID N°: 457 |47-68
rno-mir-103-2 SEC ID N°: 458 |52-74
rno-mir-103-1 SEC ID N°: 459 |52-74
rno-mir-106b SEC ID N°: 460 |12-32
rno-mir-107 SEC ID N° 461 |52-74
rno-mir-122a SEC ID N°: 462 |15-37
rno-mir-124a-3 SEC ID N° 463 |52-73
rno-mir-124a-1 SEC ID N° 464 |52-73
rno-mir-124a-2 SEC ID N°: 465 |61-82
rno-mir-125a SEC ID N°: 466 [15-37
rno-mir-125b-1 SEC ID N° 467 |15-36
rno-mir-125b-2 SEC ID N° 468 |17-38
rno-mir-126 SEC ID N°: 469 [9-29 y/o 46-66
rno-mir-127 SEC ID N°: 470 |57-78
rno-mir-128a SEC ID N° 471 |50-71
rno-mir-128b SEC ID N° 472 |52-73
rno-mir-129-2 SEC ID N°: 473 |19-40 y/o 61-82
rno-mir-129-1 SEC ID N°: 474 |6-27
rno-mir-130a SEC ID N°: 475 |55-74
rno-mir-130b SEC ID N°: 476 |51-72
rno-mir-132 SEC ID N° 477 |59-80
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Secuencias de miARN de rata

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor

rno-mir-133a SEC ID N°: 478 [53-74
rno-mir-134 SEC ID N°: 479 (8-28
rno-mir-135b SEC ID N°: 480 (16-37
rno-mir-135a SEC ID N°: 481 |23-45
rno-mir-136 SEC ID N°: 482 |15-37
rno-mir-137 SEC ID N°: 483 |60-81
rno-mir-138-2 SEC ID N°: 484 [9-25
rno-mir-138-1 SEC ID N°: 485 [23-39
rno-mir-139 SEC ID N°: 486 |7-24
rno-mir-140 SEC ID N°: 487 [23-43 y/o 61-84
rno-mir-141 SEC ID N°: 488 |59-79
rno-mir-142 SEC ID N°: 489 (16-35 y/o 52-74
rno-mir-143 SEC ID N°: 490 |60-81
rno-mir-144 SEC ID N° 491 |50-71
rno-mir-145 SEC ID N°: 492 |16-39
rno-mir-146 SEC ID N° 493 |17-38
rno-mir-148b SEC ID N° 494 |61-82
rno-mir-150 SEC ID N° 495 |16-37
rno-mir-151 SEC ID N°: 496 (16-37 y/o 50-71
rno-mir-152 SEC ID N°: 497 |53-73
rno-mir-153 SEC ID N° 498 |53-72
rno-mir-154 SEC ID N° 499 |15-36
rno-mir-181c SEC ID N°: 500 [24-45
mo-mir-181a SEC ID N°: 501 |39-61
rno-mir-181b-1 SEC ID N°: 502 |36-59
rno-mir-181b-2 SEC ID N° 503 |15-38
rno-mir-183 SEC ID N°: 504 |27-49
rno-mir-184 SEC ID N°: 505 |47-68
rno-mir-185 SEC ID N°: 506 |14-31
rno-mir-186 SEC ID N°: 507 |15-37
rno-mir-187 SEC ID N° 508 |66-86
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Secuencias de miARN de rata

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor
rno-mir-190 SEC ID N°: 509 (15-36
rno-mir-191 SEC ID N°: 510 (15-36
rno-mir-192 SEC ID N°: 511 [24-44
rno-mir-193 SEC ID N°% 512 |54-74
rno-mir-194-1 SEC ID N°: 513 |[15-36
rno-mir-194-2 SEC ID N°: 514 |15-36
rno-mir-195 SEC ID N°: 515 [15-35
rno-mir-196 SEC ID N°: 516 |25-45
rno-mir-199a SEC ID N°: 517 |31-53
rno-mir-200c SEC ID N°: 518 |46-67
rno-mir-200a SEC ID N°: 519 [54-75
rno-mir-200b SEC ID N°: 520 |54-77
rno-mir-203 SEC ID N°: 521 [52-73
rno-mir-204 SEC ID N°: 522 |33-54
rno-mir-205 SEC ID N°: 523 |33-54
rno-mir-206 SEC ID N° 524 |51-72
rno-mir-208 SEC ID N°: 525 |50-71
rno-mir-210 SEC ID N° 526 |66-86
rno-mir-211 SEC ID N°: 527 |26-47
rno-mir-212 SEC ID N°: 528 |72-92
rno-mir-213 SEC ID N° 529 |55-76
rno-mir-214 SEC ID N°: 530 |71-91
rno-mir-216 SEC ID N°: 531 |19-39
rno-mir-217 SEC ID N°: 532 |32-55
rno-mir-218-2 SEC ID N°: 533 |25-45
rno-mir-218-1 SEC ID N° 534 |25-45
rno-mir-219-1 SEC ID N°: 535 |21-41
rno-mir-219-2 SEC ID N°: 536 [19-39
rno-mir-221 SEC ID N°: 537 |65-87
rno-mir-222 SEC ID N°: 538 |62-85
rno-mir-223 SEC ID N° 539 |68-88
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Secuencias de miARN de rata

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en
miARN Relacion con el Precursor

rno-mir-290 SEC ID N°: 540 (14-36
rno-mir-291 SEC ID N°: 541 |14-35 y/o 50-72
rno-mir-292 SEC ID N°: 542 |12-33 y/o 51-73
rno-mir-296 SEC ID N° 543 |13-33
rno-mir-297 SEC ID N° 544 |26-48
rno-mir-298 SEC ID N°: 545 |11-32
rno-mir-299 SEC ID N°: 546 [7-28
rno-mir-300 SEC ID N°: 547 |51-72
rno-mir-301 SEC ID N°: 548 |61-85
rno-mir-320 SEC ID N°: 549 148-70
rno-mir-321 SEC ID N°: 550 |10-30
rno-mir-322 SEC ID N°: 551 |61-80
rno-mir-323 SEC ID N°: 552 |50-71
rno-mir-324 SEC ID N°: 553 [16-38 y/o 51-72
rno-mir-325 SEC ID N°: 554 |16-38
rno-mir-326 SEC ID N° 555 |60-80
rno-mir-328 SEC ID N° 556 |48-69
mo-mir-329 SEC ID N°: 557 |61-82
rno-mir-330 SEC ID N°: 558 |60-82
rno-mir-331 SEC ID N°: 559 [61-81
rno-mir-333 SEC ID N° 560 |16-35
rno-mir-336 SEC ID N° 561 |16-36
rno-mir-337 SEC ID N°: 562 |60-82
rno-mir-338 SEC ID N°: 563 |41-63
rno-mir-339 SEC ID N°: 564 (16-36
rno-mir-341 SEC ID N° 565 |61-81
rno-mir-342 SEC ID N° 566 |61-84
rno-mir-344 SEC ID N°: 567 |61-83
rno-mir-345 SEC ID N°: 568 [16-36
rno-mir-346 SEC ID N°: 569 (16-38
rno-mir-349 SEC ID N°: 570 |61-82
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(continuacién)

Secuencias de miARN de rata

Nombre del Precursor Secu_e,ncia Procesada en

miARN Relacion con el Precursor
rno-mir-350 SEC ID N°: 571 |61-84
rno-mir-351 SEC ID N°: 572 (16-39
rno-mir-352 SEC ID N°: 592 (61-81
rno-mir-421 SEC ID N°: 593 |10-30
rno-mir-429 SEC ID N°: 700 |53-74
rno-mir-448 SEC ID N°: 701 |72-93
rno-mir-449 SEC ID N°: 702 |16-37
rno-mir-450 SEC ID N°: 703 [17-38
rno-mir-451 SEC ID N°: 801 [17-38
mo-mir-483 SEC ID N°: 802 |45-67

Se entiende que un miARN deriva de secuencias gendmicas o0 un gen. A este respecto, el término “gen” se usa para
simplificar para hacer referencia a la secuencia genémica que codifica el miARN precursor para un miARN dado. Sin
embargo, las realizaciones de la invencion pueden implicar secuencias genémicas de un miARN que estan
implicadas en su expresion, tales como un promotor u otras secuencias reguladoras.

El término “recombinante” puede usarse y este se refiere en general a una molécula que se ha manipulado in vitro o
que es el producto replicado o expresado de dicha molécula.

La expresion “acido nucleico” se conoce bien en la técnica. Un “acido nucleico” como se usa en el presente
documento se referird en general a una molécula (una o méas cadenas) de ADN, ARN o un derivado o anédlogo de la
misma, que comprende una base nitrogenada. Una base nitrogenada incluye, por ejemplo, una base de purina o
pirimidina de origen natural hallada en el ADN (por ejemplo, una adenina “A”, una guanina “G”, una timina “T” o una
citosina “C”) o ARN (por ejemplo, una A, una G, un uracilo “U” o una C). La expresion “acido nucleico” abarca los
términos “oligonucledtido” y “polinuclestido”, cada uno como un subgénero de la expresion “acido nucleico”.

El término “miARN” se refiere en general a una molécula monocatenaria, pero en realizaciones especificas, las
moléculas implementadas en la invencion también abarcaran una region o una cadena adicional que es
parcialmente (entre el 10 y el 50 % complementaria a lo largo de la longitud de la cadena), sustancialmente (mas del
50 % pero menos del 100 % complementaria a lo largo de la longitud de la cadena) o completamente
complementaria de otra region de la misma molécula monocatenaria o de otro acido nucleico. Por lo tanto, los acidos
nucleicos pueden abarcar una molécula que comprende una o mas cadenas complementarias o
autocomplementarias o “complemento o complementos” de una secuencia particular que comprende una molécula.
Por ejemplo, un miARN precursor puede tener una regién autocomplementaria, que es hasta el 100 %
complementaria.

Como se usa en el presente documento, se entiende que “hibridacion”, “hibrida” o “capaz de hibridar” significa la
formacion de una molécula bi o tricatenaria 0 una molécula de naturaleza bi o tricatenaria parcial. ElI término
“atemperar” como se usa en el presente documento es sindénimo de “hibridar”. La expresién “hibridacion”, “hibrida o
hibridan” o “capaz de hibridar” abarca las expresiones “condiciéon o condiciones rigurosas” o “alta rigurosidad” y las
expresiones “baja rigurosidad” o “condicién o condiciones de baja rigurosidad”.

Los acidos nucleicos sintéticos de la invencion comprenderan, en algunas realizaciones, la secuencia de miARN de
cualquier miARN descrito en SEC ID N°: 1-805, y/o cualquier secuencia con el complemento del mismo. Se
contempla que las secuencias de acidos nucleicos de la invencién pueden tener, tener al menos, o tener como
maximo 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, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120,
121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143,
144, 145, 146, 147, 148, 149, 150 nucledtidos contiguos de SEC ID N°: 1-805 (o cualquier intervalo derivable del
mismo), o ser un complemento de los mismos. En otras realizaciones, los acidos nucleicos son, son al menos o son
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como maximo 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 % idénticos o
complementarios de la secuencia de miARN de SEC ID N°: 1-805 o de la secuencia completa de cualquiera de SEC
ID N°: 1-805, o cualquier combinacion o intervalo derivable del mismo.

1. Bases nitrogenadas

Como se usa en el presente documento una “base nitrogenada” se refiere a una base heterociclica, tal como por
ejemplo una base nitrogenada de origen natural (es decir, una A, T, G, C o U) hallada en al menos un &cido nucleico
de origen natural (es decir, ADN y ARN), y un derivado o derivados de origen natural o no natural y analogos de
dicha base nitrogenada. Una base nitrogenada generalmente puede formar uno o mas enlaces de hidrégeno
(“atemperar” o “hibridar”) con al menos una base nitrogenada de origen natural de tal manera que se pueda sustituir
la formacién de pares de bases nitrogenadas de origen natural (por ejemplo, el enlace de hidrégenoentre Ay T, Gy
CyAyU).

La base o las bases nitrogenadas “purina” y/o “pirimidina” abarcan bases nitrogenadas de purina y/o pirimidina de
origen natural y también derivado o derivados y analogo o analogos de las mismas, incluyendo pero sin limitacion,
las de una purina o pirimidina sustituida por uno o mas de un resto de alquilo, carboxialquilo, amino, hidroxilo,
halégeno (es decir, fluor, cloro, bromo o yodo), tiol o alquiltiol. Los restos alquilo preferidos (por ejemplo, alquilo,
carboxialquilo, etc.) comprenden de aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, a aproximadamente 6 atomos de carbono. Otros ejemplos no limitantes de
una purina o pirimidina incluyen una desazapurina, una 2,6-diaminopurina, un 5-fluorouracilo, una xantina, una
hipoxantina, una 8-bromoguanina, una 8-cloroguanina, una bromotimina, una 8-aminoguanina, una 8-hidroxiguanina,
una 8-metilguanina, una 8-tioguanina, una azaguanina, una 2-aminopurina, una 5-etilcitosina, una 5-metilcitosina, un
5-bromouracilo, un 5-etiluracilo, un 5-yodouracilo, un 5-clorouracilo, un 5-propiluracilo, un tiouracilo, una 2-
metiladenina, una metiltioadenina, una N,N-dimetiladenina, una azaadenina, una 8-bromoadenina, una 8-
hidroxiadenina, una 6-hidroxiaminopurina, una 6-tiopurina, una 4-(6-aminohexil/citosina) y similares. Otros ejemplos
se conocen bien por los expertos en la materia.

Una base nitrogenada puede estar comprendida en un nucledsido o nucleétido, usando cualquier procedimiento de
sintesis quimico o natural descrito en el presente documento o conocido por un experto habitual en la materia. Dicha
base nitrogenada pueden estar marcada o puede ser parte de una molécula que esta marcada y contiene la base
nitrogenada.

2. Nucleésidos

Como se usa en el presente documento, un “nucledsido” se refiere a una unidad quimica individual que comprende
una base nitrogenada unida covalentemente con un resto de engarce de base nitrogenada. Un ejemplo no limitante
de “restos de engarce de base nitrogenada” es un azlcar que comprende 5 atomos de carbono (es decir, un “aztcar
de 5 carbonos”), incluyendo pero sin limitacién una desoxirribosa, una ribosa, una arabinosa o un derivado o un
andalogo de un azlcar de 5 carbonos. Los ejemplos no limitantes de un derivado o un analogo de un azucar de 5
carbonos incluyen una 2’-fluoro- 2’-desoxirribosa o un azucar carbociclico en el que un carbono sustituye un atomo
de oxigeno en el anillo de azucar.

Se conocen en la técnica diferentes tipos de unién o uniones covalentes de una base nitrogenada con un resto de
engarce de base nitrogenada. Como ejemplo no limitante, un nucleésido que comprende una purina (es decir, A o G)
0 una base nitrogenada de 7-desazapurina une covalentemente tipicamente la posicion 9 de una purina o una 7-
desazapurina con la posicion 1" de un azucar de 5 carbonos. En otro ejemplo no limitante, un nucledsido que
comprende una base nitrogenada de pirimidina (es decir, C, T o U) tipicamente une covalentemente una posicion 1
de una pirimidina con una posicioén 1’ de un azucar de 5 carbonos (Kornberg y Baker, 1992).

3. Nucleétidos

Como se usa en el presente documento, un “nucleoétido” se refiere a un nucleésido que comprende ademas un “resto
de cadena principal”. Un resto de cadena principal generalmente une covalentemente un nucleétido con otra
molécula que comprende un nucledtido o con otro nucledtido para formar un acido nucleico. El “resto de cadena
principal” en nucledtidos de origen natural tipicamente comprende un resto de fésforo, que se une covalentemente
con un azucar de 5 carbonos. La unién del resto de cadena principal sucede tipicamente en la posicion 3’ o 5’ del
azucar de 5 carbonos. Sin embargo, se conocen en la técnica otros tipos de uniones, particularmente cuando un
nucleétido comprende derivados o analogos de un azucar de 5 carbonos o resto de fosforo de origen natural.

4. Anélogos de acido nucleico

Un acido nucleico puede comprender, o estar compuesto completamente de, un derivado o analogo de una base
nitrogenada, un resto de engarce de base nitrogenada y/o resto de cadena principal que puede estar presente en un
acido nucleico de origen natural. EI ARN con andlogos de acido nucleico también puede marcarse de acuerdo con
procedimientos de la invencion. Como se usa en el presente documento un “derivado” se refiere a una forma
alterada o modificada quimicamente de una molécula de origen natural, mientras que los términos “mimético” o
“analogo” se refieren a una molécula que puede asemejarse o no estructuralmente a una molécula o resto de origen
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natural, pero posee funciones similares. Como se usa en el presente documento, un “resto” se refiere en general a
un componente quimico o molecular mas pequefio de una estructura quimica o molecular mayor. Se conocen bien
en la técnica analogos o derivados de bases nitrogenadas, nucledsidos y nucleétidos, y se han descrito (véase por
ejemplo, Scheit, 1980, incorporado en el presente documento por referencia).

Los ejemplos no limitantes adicionales de nucleésidos, nucleétidos o acidos nucleicos que comprenden un azulcar de
5 carbonos y/o derivados o analogos de restos de cadena principal, incluyen los de: Patente de Estados Unidos N°
5.681.947, que describe oligonucledtidos que comprenden derivados de purina que forma triples hélices con y/o
evitan la expresion de ADNbc; Patentes de Estados Unidos 5.652.099 y 5.763.167, que describen acidos nucleicos
que incorporan analogos fluorescentes de nucleésidos hallados en ADN o ARN, particularmente para su uso como
sondas de acidos nucleicos fluorescentes; Patente de Estados Unidos 5.614.617, que describe analogos de
oligonucledtidos con sustituciones en anillos de pirimidina que poseen estabilidad de nucleasa potenciada; Patentes
de Estados Unidos 5.670.663, 5.872.232 y 5.859.221, que describen analogos de oligonucleétidos con azlcares de
5 carbonos modificados (es decir, restos de 2’-desoxifuranosilo modificados) usados en la deteccion de &cido
nucleico; Patente de Estados Unidos 5.446.137, que describe oligonucle6tidos que comprenden al menos un resto
de azucar de 5 carbonos sustituido en la posicion 4’ con un sustituyente distinto de hidrogeno que puede usarse en
ensayos de hibridacion; Patente de Estados Unidos 5.886.165, que describe oligonuclettidos tanto con
desoxirribonucleétidos con enlaces internucleotidicos 3’-5 como con ribonucleétidos con enlaces internucleotidicos
2’-5’; Patente de Estados Unidos 5.714.606, que describe un enlace internucleotidico modificado en el que un
oxigeno en la posicion 3’ del enlace internucleotidico se reemplaza por un carbono para potenciar la resistencia a
nucleasa de los acidos nucleicos; Patente de Estados Unidos 5.672.697, que describe oligonucleétidos que
contienen uno o mas enlaces internucleotidicos de 5 metilenfosfonato que potencian la resistencia a nucleasa;
Patente de Estados Unidos 5.466.786 y 5.792.847, que describen el enlace de un resto sustituyente que puede
comprender un farmaco o marcador con el carbono 2’ de un oligonucleétido para proporcionar estabilidad de
nucleasa potenciada y capacidad para suministrar farmacos o restos de deteccion; Patente de Estados Unidos
5.223.618, que describe analogos de oligonucledtidos con un enlace de cadena principal de 2 o 3 carbonos que
unen la posicion 4’ y posicion 3’ de resto de azucar de 5 carbonos adyacente para potenciar la captacion celular,
resistencia a nucleasas e hibridacion con ARN diana; Patente de Estados Unidos 5.470.967, que describe
oligonucledtidos que comprenden al menos un enlace internucleotidico sulfamato o sulfamida que son Gtiles como
sondas de hibridacion de &cido nucleico; Patente de Estados Unidos 5.378.825, 5.777.092, 5.623.070, 5.610.289 y
5.602.240, que describen oligonucledtidos con un resto de engarce de tres o cuatro atomos que reemplaza el resto
de cadena principal de fosfodiéster usado para mejora de la resistencia a nucleasa, captacion celular y regulacion de
la expresion de ARN; Patente de Estados Unidos 5.858.988, que describe un agente vehiculo hidréfobo unido con la
posicion 2’-O de oligonucledtidos para potenciar su permeabilidad de membrana y estabilidad; Patente de Estados
Unidos 5.214.136, que describe oligonucledtidos conjugados con antraquinona en el extremo 5’ terminal que poseen
hibridacion potenciada con ADN o ARN; estabilidad potenciada frente a nucleasas; Patente de Estados Unidos
5.700.922, que describe quimeras de APN-ADN-APN en las que el ADN comprende nucledtidos 2’-desoxi-eritro-
pentofuranosilo para potenciacion de la resistencia a nucleasa, afinidad de unién y capacidad para activar la RNasa
H; y Patente de Estados Unidos 5.708.154, que describe ARN unido a un ADN para formar un hibrido de ADN-ARN,;
Patente de Estados Unidos 5.728.525, que describe el marcaje de analogos de nucleésidos con un marcador
fluorescente universal.

Son ensefianzas adicionales para analogos de nucledsidos y analogos de &cido nucleico la Patente de Estados
Unidos 5.728.525, que describe analogos de nucledsidos que estdn marcados en sus extremos; Patente de Estados
Unidos 5.637.683, 6.251.666 (sustituciones de L-nucle6tidos), y 5.480.980 (nucledtidos 7-desaza-2'desoxiguanosina
y analogos de &cido nucleico de los mismos).

El uso de otros analogos se contempla especificamente para su uso en el contexto de la presente invencién. Dichos
analogos pueden usarse en moléculas de acido nucleico sintéticas de la invencion, tanto mediante la molécula como
en nucleostidos seleccionados. Incluyen, pero sin limitacion, 1) modificaciones de ribosa (tales como 2'F, 2° NH2, 2'N3,
4’'tio o 2" O-CH3) y 2) modificaciones de fosfato (tales como las halladas en fosforotioatos, metil fosfonatos, y
fosforoboratos). Dichos analogos se han creado para conferir estabilidad en ARN reduciendo o eliminando su
capacidad para escindirse por ribonucleasas. Cuando estos analogos de nucleétidos estan presentes en ARN,
pueden tener efectos profundamente positivos en la estabilidad de los ARN en animales. Se contempla que el uso
de analogos de nucledtidos puede usarse solo o junto con cualquiera de las modificaciones de disefio de un miARN
sintético de cualquier acido nucleico de la invencion.

5. Nucleétidos modificados

Tanto los mIARN como inhibidores de miARN sintéticos de la invencion contemplan especificamente el uso de
nucleétidos que se modifican para potenciar sus actividades. Dichos nucledtidos incluyen los que estan en el
extremo 5’ 0 3’ del ARN asi como los que estan internos dentro de la molécula. Los nucleétidos modificados usados
en las cadenas complementarias de miARN sintéticos bloquean el 50OH o fosfato del ARN o introducen
modificaciones de azlicares internos que potencian la captaciéon de la cadena activa del miARN sintético. Las
modificaciones para los inhibidores de miARN incluyen modificaciones de azlcares internas que potencian la
hibridacion asi como estabilizan las moléculas en células y modificaciones terminales que estabilizan adicionalmente
los acidos nucleicos en células. Se contemplan ademas modificaciones que pueden detectarse por microscopia u
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otros procedimientos para identificar células que contienen los miARN o inhibidores de miARN sintéticos.
B. Preparacion de acidos nucleicos

Un &cido nucleico puede realizarse por cualquier técnica conocida por un experto habitual en la materia, tal como
por ejemplo, sintesis quimica, producciéon enzimatica o produccion biolégica. Aunque podrian producirse miARN
sintéticos de acuerdo con la invencién usando procedimientos recombinantes, se prefiere producir miARN sintéticos
por sintesis quimica o produccion enzimatica. De forma similar, los inhibidores de miARN se producen
preferentemente por sintesis quimica o produccion enzimatica. Puede producirse miARN no sintéticos por varios
procedimientos, incluyendo procedimientos que implican tecnologia de ADN recombinante.

Se realiza sintesis de acido nucleico de acuerdo con procedimientos convencionales. Véase, por ejemplo, Itakura y
Riggs (1980). Adicionalmente, la Patente de Estados Unidos 4.704.362, Patente de Estados Unidos 5.221.619 y
Patente de Estados Unidos 5.583.013 describen cada una diversos procedimientos para preparar acidos nucleicos
sintéticos. Los ejemplos no limitantes de un acido nucleico sintético (por ejemplo, un oligonucleétido sintético),
incluyen un &cido nucleico preparado por sintesis quimica in vitro usando quimica de fosfotriéster, fosfito o
fosforamidita y técnicas de fase sdlida tales como se describen en el documento EP 266.032, incorporado en el
presente documento por referencia, 0 mediante intermedios de desoxinucledsido H-fosfonato como se describe en
Froehler y col., 1986 y Patente de Estados Unidos N° de Serie 5.705.629. En los procedimientos de la presente
invencion, pueden usarse uno o mas oligonuclettidos. Se han desvelado diversos mecanismos diferentes de
sintesis de oligonucleétidos en, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos 4.659.774, 4.816.571, 5.141.813,
5.264.566, 4.959.463, 5.428.148, 5.554.744, 5.574.146, 5.602.244.

Un ejemplo no limitante de un &cido nucleico producido de forma enzimética incluye uno producido por enzimas en
reacciones de amplificacion tales como PCR™ (véase por ejemplo, Patente de Estados Unidos 4.683.202 y Patente
de Estados Unidos 4.682.195, cada una incorporada en el presente documento por referencia), o la sintesis de un
oligonucledtido descrito en la Patente de Estados Unidos N° 5.645.897, incorporado en el presente documento por
referencia.

La sintesis de oligonucledtidos se conoce bien por los expertos en la materia. Se han desvelado diversos
mecanismos diferentes de sintesis de oligonucle6tidos, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos 4.659.774,
4.816.571, 5.141.813, 5.264.566, 4.959.463, 5.428.148, 5.554.744, 5.574.146, 5.602.244.

Basicamente, puede conseguirse sintesis quimica por el procedimiento de diéster, el procedimiento de triéster, el
procedimiento de polinucleétidos fosforilasa y por quimica de fase sélida. Estos procedimientos se analizan en mas
detalles posteriormente.

Procedimiento de diéster. El procedimiento de diéster fue el primero en desarrollarse hasta un estado utilizable,
principalmente por Khorana y colaboradores (Khorana, 1979). La etapa basica es la union de dos desoxinucleétidos
protegidos de forma adecuada para formar un didesoxinucleétido que contiene un enlace fosfodiéster. El
procedimiento de diéster esta bien establecido y se ha usado para sintetizar moléculas de ADN (Khorana, 1979).

Procedimiento de triéster. La principal diferencia entre los procedimientos de diéster y triéster es la presencia en
este Ultimo de un grupo protector extra en los atomos de fosfato de los reactivos y productos (Itakura y col., 1975). El
grupo protector de fosfato es habitualmente un grupo de clorofenilo, que hace a los nucleétidos e intermedios
polinucleotidicos solubles en disolventes organicos. Por lo tanto la purificacion se realiza en soluciones de
cloroformo. Otras mejoras del procedimiento incluyen (i) el acoplamiento en bloque de trimeros y oligdmeros
mayores, (ii) el uso extensivo de cromatografia liquida de alto rendimiento para la purificacion de productos tanto
intermedios como finales, y (iii) sintesis de fase sélida.

Procedimiento de polinucleétido fosforilasa. Este es un procedimiento enzimatico de sintesis de ADN que puede
usarse para sintetizar muchos oligonucleétidos utiles (Gillam y col., 1978; Gillam y col.,, 1979). En condiciones
controladas, la polinucleétido fosforilasa afiade predominantemente un Gnico nucleétido a un oligonucledétido corto.
La purificacién cromatografica permite obtener el aducto individual deseado. Se requiere al menos un trimero para
comenzar el procedimiento, y este cebador debe obtenerse por algin otro procedimiento. El procedimiento de la
polinucleétido fosforilasa funciona y tiene la ventaja de que la mayoria de los bioquimicos estan familiarizados con
los procedimientos implicados.

Procedimientos de fase soélida. A partir de la tecnologia desarrollada para la sintesis de fase solida de los
polipéptidos, ha sido posible unir el nucleétido inicial con material de soporte sélido y continuar con la adicion por
etapas de nucleottidos. Todas las etapas de mezcla y lavado se simplifican, y el procedimiento se hace susceptible a
automatizacion. Estas sintesis se llevan a cabo ahora de forma rutinaria usando sintetizadores de &cidos nucleicos
automaticos.

La quimica de fosforamidita (Beaucage y Lyer, 1992) se ha convertido de lejos en la quimica de acoplamiento mas
ampliamente usada para la sintesis de oligonucle6tidos. Como se conoce bien por los expertos en la materia, la
sintesis de fosforamidita de oligonucledtidos implica la activacién de precursores monoméricos de nucledsido
fosforamidita mediante reaccion con un agente activador para formar intermedios activados, seguido de adicion
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secuencial de los intermedios activados a la cadena oligonucleotidica creciente (generalmente anclada en un
extremo de un soporte sélido adecuado) para formar el producto oligonucleotidico.

Procedimientos recombinantes. Se conocen bien por los expertos en la materia procedimientos recombinantes
para producir acidos nucleicos en una célula. Estos incluyen el uso de vectores, plasmidos, cosmidos y otros
vehiculos para suministrar un acido nucleico a una célula, que puede ser la célula diana o simplemente una célula
huésped (para producir grandes cantidades de la molécula de ARN deseada). Como alternativa, dichos vehiculos
pueden usarse en el contexto de un sistema sin células siempre que los reactivos para generar la molécula de ARN
estén presentes. Dichos procedimientos incluyen los descritos en Sambrook, 2003, Sambrook, 2001 y Sambrook,
1989, que se incorporan por la presente por referencia.

En ciertas realizaciones, la presente invencion se refiere a moléculas de acido nucleico que no son sintéticas. En
algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico tiene una estructura quimica de un acido nucleico de origen
natural y una secuencia de un acido nucleico de origen natural, tal como la secuencia exacta y completa de un
miARN primario monocatenario (véase Lee 2002), un miARN precursor monocatenario o un miARN maduro
monocatenario. Ademas del uso de tecnologia recombinante, dichos &acidos nucleicos no sintéticos pueden
generarse quimicamente, tal como empleando tecnologia usada para crear oligonucleétidos.

C. Disefio de miARN sintéticos

Los miARN sintéticos tipicamente comprenden dos cadenas, una cadena activa que es idéntica en secuencia al
miARN maduro que se estudia y una cadena complementaria que es al menos parcialmente complementaria de la
cadena activa. La cadena activa es la molécula biol6gicamente relevante y deberia captarse preferentemente por el
complejo en células que modulan la traduccion bien mediante degradacion de ARNm o bien mediante control de la
traduccion. La captacion preferente de la cadena activa tiene dos resultados importantes: (1) la actividad observada
del miARN sintético aumenta drasticamente y (2) se eliminan esencialmente los efectos no pretendidos inducidos
por la captacion y activacion de la cadena complementaria. De acuerdo con la invencion, pueden usarse varios
disefios de miARN sintético para asegurar la captacion preferente de la cadena activa.

Agente de bloqueo 5’. La introducciéon de un resto estable distinto de fosfato o hidroxilo en el extremo 5 de la
cadena complementaria altera su actividad en la ruta de miARN. Esto asegura que solamente la cadena activa del
miARN sintético se usara para regular la traduccion en la célula. Las modificaciones 5’ incluyen, pero sin limitacion,
NH,, biotina, un grupo amina, un grupo alquilamina inferior, un grupo acetilo, 2’0O-Me, DMTO, fluoresceina, un tiol o
acridina o cualquier otro grupo con este tipo de funcionalidad.

Otras modificaciones de cadena con sentido. La introduccion de modificaciones de nucleétidos como 2’-OMe,
NH2, biotina, un grupo amina, un grupo alquilamina inferior, un grupo acetilo, DMTO, fluoresceina, un tiol o acridina o
cualquier otro grupo con este tipo de funcionalidad en la cadena complementaria del miARN sintético puede eliminar
la actividad de la cadena complementaria y potenciar la captacion de la cadena activa del miARN.

Desapareamientos de bases en la cadena con sentido. Como con ARNip (Schwarz 2003), la estabilidad relativa
de los extremos 5’ y 3’ de la cadena activa del miARN sintético determina aparentemente la captacion y activacion
de la activa por la ruta de miARN. La desestabilizacion del extremo 5’ de la cadena activa del miARN sintético por la
colocacion estratégica de desapareamientos de bases en el extremo 3’ de la cadena complementaria del miARN
sintético potencia la actividad de la cadena activa y elimina esencialmente la actividad de la cadena complementaria.

E. Marcadores y etiquetas

Los miARN sintéticos pueden marcarse con un marcador o etiqueta radiactivo, enzimatico, colorimétrico u otro para
fines de deteccién o aislamiento. Los acidos nucleicos pueden marcarse con fluorescencia en algunas realizaciones
de la invencion. Los marcadores fluorescentes contemplados para su uso como conjugados incluyen, pero sin
limitacién, Alexa 350, Alexa 430, AMCA, BODIPY 630/650, BODIPY 650/665, BODIPY-FL, BODIPY-R6G, BODIPY-
TMR, BODIPY-TRX, Cascade Blue, Cy3, Cy5, 6-FAM, Fluoresceina Isotiocianato, HEX, 6-JOE, Oregon Green 488,
Oregon Green 500, Oregon Green 514, Pacific Blue, REG, Verde de Rodamina, Rojo de Rodamina, Renographin,
ROX, SYPRO, TAMRA, TET, Tetrametilrodamina y/o Texas Red.

Se contempla que los miARN sintéticos pueden marcarse con dos marcadores diferentes. Ademas, puede
emplearse transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (TERF) en procedimientos de la invencion (por
ejemplo, Klostermeier y col., 2002; Emptage, 2001; Didenko, 2001).

Estan facilmente disponibles varias técnicas para visualizar o detectar acidos nucleicos marcados. La referencia de
Stanley T. Crooke, 2000 tiene un andlisis de dichas técnicas (Capitulo 6) que se incorpora por referencia. Dichas
técnicas incluyen microscopia, matrices, fluorometria, cicladores luminicos u otras maquinas de PCR™ en tiempo
real, andlisis de FACS, contadores de centelleo, Phosphoimager, contadores Geiger, MRI, CAT, procedimientos de
deteccién basados en anticuerpos (Western, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica), técnicas histoquimicas,
HPLC (Griffey y col., 1997, espectroscopia, electroforesis en gel capilar (Cummins y col., 1996), espectroscopia;
espectroscopia de masas; técnicas radiolégicas; y técnicas de equilibrio de masas. Como alternativa, pueden
marcarse o etiquetarse acidos nucleicos para permitir su aislamiento eficaz. En otras realizaciones de la invencion,
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se biotinilan &cidos nucleicos.
F. Procedimientos de suministro
La presente invencion implica en algunas realizaciones suministrar un acido nucleico a una célula.

Las moléculas de ARN pueden codificarse por una molécula de acido nucleico comprendida en un vector. El término
“vector” se usa para hacer referencia a una molécula de acido nucleico vehiculo en la que puede insertarse una
secuencia de acido nucleico para introduccion en una célula en la que puede replicarse. Una secuencia de acido
nucleico puede ser “exdgena”, lo que significa que es ajena a la célula en la que se introduce el vector o que la
secuencia es homéloga de una secuencia en la célula pero en una posicion dentro del acido nucleico de la célula
huésped en la que la secuencia no se encuentra habitualmente. Los vectores incluyen plasmidos, césmidos, virus
(bacteriofagos, virus animales y virus vegetales), y cromosomas artificiales (por ejemplo, YAC). Un experto en la
materia estaria bien equipado para construir un vector mediante técnicas recombinantes convencionales, que se
describen en Sambrook y col., 1989 y Ausubel y col., 1996. Ademas de codificar un polipéptido modificado tal como
gelonina modificada, un vector puede codificar secuencias polipeptidicas no modificadas tales como una etiqueta o
molécula de direcciéon. Una molécula de direccién es una que dirige el 4cido nucleico deseado a un drgano, tejido,
célula particular u otra localizacion en el cuerpo de un sujeto.

La expresién “vector de expresion” se refiere a un vector que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica
al menos parte de un producto génico capaz de transcribirse. Los vectores de expresién pueden contener una
diversidad de “secuencias de control”, que se refieren a secuencias de acido nucleico necesarias para la
transcripcion y posiblemente traduccion de una secuencia codificante unida operativamente en un organismo
huésped particular. Ademas de secuencias de control que gobiernan la transcripcion y traduccién, los vectores y
vectores de expresion pueden contener secuencias de acido nucleico que cumplen otras funciones también y se
describen.

Hay varias maneras en las que los vectores de expresion pueden introducirse en células. En ciertas realizaciones de
la invencion, el vector de expresion comprende un virus o vector modificado por ingenieria genética derivado de un
genoma viral. La capacidad de ciertos virus para entrar en células mediante endocitosis mediada por receptor, para
integrarse en el genoma de la célula huésped y expresar genes virales de forma estable y eficazmente los hacen
candidatos atractivos para transferencia de genes ajenos en células de mamifero (Ridgeway, 1988; Nicolas y
Rubenstein, 1988; Baichwal y Sugden, 1986; Temin, 1986). Los primeros virus usados como vectores génicos
fueron virus de ADN incluyendo los papovavirus (virus de simio 40, virus del papiloma bovino y polioma) (Ridgeway,
1988; Baichwal y Sugden, 1986) y adenovirus (Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986). Estos tienen una
capacidad relativamente baja para secuencias de ADN ajenas y tienen un espectro de huéspedes restringido.
Ademas, su potencial oncogénico y efectos citopaticos en células permisivas plantean preocupaciones de seguridad.
Pueden alojar solamente hasta 8 kb de material génico ajeno pero pueden introducirse facilmente en una diversidad
de lineas celulares y animales de laboratorio (Nicolas y Rubenstein, 1988; Temin, 1986).

Los retrovirus son un grupo de virus de ARN monocatenarios caracterizados por una capacidad para convertir su
ARN en ADN bicatenario en células infectadas; también pueden usarse como vectores. Otros vectores virales
pueden emplearse como construcciones de expresion en la presente invencion. Pueden emplearse vectores
derivados de virus tales como virus vaccinia (Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986; Coupar y col., 1988), virus
adenoasociados (AAV) (Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986; Hermonat y Muzycska, 1984) y virus del herpes.
Ofrecen varias caracteristicas atractivas para diversas células de mamifero (Friedmann, 1989; Ridgeway, 1988;
Baichwal y Sugden, 1986; Coupar y col., 1988; Horwich y col., 1990).

Se cree que otros procedimientos adecuados para suministro de acidos nucleicos para efectuar la expresion de
composiciones de la presente invencidn incluyen practicamente cualquier procedimiento por el que puede
introducirse un &cido nucleico (por ejemplo, ADN, incluyendo vectores virales y no virales) en un organulo, una
célula, un tejido o un organismo, como se describe en el presente documento 0 como se conoceria por un experto
habitual en la materia. Dichos procedimientos incluyen, pero sin limitacion, suministro directo de ADN tal como por
inyeccion (Patentes de Estados Unidos N° 5.994.624, 5.981.274, 5.945.100, 5.780.448, 5.736.524, 5.702.932,
5.656.610, 5.589.466 y 5.580.859), incluyendo microinyeccion (Harlan y Weintraub, 1985; Patente de Estados
Unidos N° 5.789.215); por electroporacion (Patente de Estados Unidos N° 5.384.253); por precipitacion con fosfato
célcico (Graham y Van Der Eb, 1973; Chen y Okayama, 1987; Rippe y col., 1990); usando DEAE-dextrano seguido
de polietilenglicol (Gopal, 1985); por carga sonica directa (Fechheimer y col., 1987); por transfeccion mediada por
liposoma (Nicolau y Sene, 1982; Fraley y col., 1979; Nicolau y col., 1987; Wong y col., 1980; Kaneda y col., 1989;
Kato y col., 1991); por bombardeo de microproyectiles (Solicitud de PCT N° WO 94/09699 y 95/06128; Patentes de
Estados Unidos N° 5.610.042; 5.322.783, 5.563.055, 5.550.318, 5.538.877 y 5.538.880); por agitacién con fibras de
carburo de silicio (Kaeppler y col., 1990; Patentes de Estados Unidos N° 5.302.523 y 5.464.765); por transformacion
mediada por Agrobacterium (Patentes de Estados Unidos N° 5.591.616 y 5.563.055); o por transformacién mediada
por PEG de protoplastos (Omirulleh y col., 1993; Patentes de Estados Unidos N° 4.684.611 y 4.952.500); por
captacion de ADN mediada por desecacion/inhibicién (Potrykus y col., 1985). Mediante la aplicacién de técnicas
tales como estas, pueden transformarse de forma estable o transitoria organulo u organulos, célula o células, tejido o
tejidos u organismo u organismos.
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B. Suministro de miARN sintéticos

Se cree que los procedimientos adecuados para suministro de acido nucleico de acuerdo con la presente invencion
incluyen practicamente cualquier procedimiento por el que puede introducirse un acido nucleico (por ejemplo, ADN,
ARN, incluyendo vectores virales y no virales) en un organulo, una célula, un tejido o un organismo, como se
describe en el presente documento 0 como se conoceria por un experto habitual en la materia. Dichos
procedimientos incluyen, pero sin limitacién, suministro directo de acidos nucleicos tal como por inyeccion (Patente
de Estados Unidos 5.994.624, 5.981.274, 5.945.100, 5.780.448, 5.736.524, 5.702.932, 5.656.610, 5.589.466 y
5,580,859), incluyendo microinyeccion (Harland y Weintraub, 1985; Patente de Estados Unidos 5.789.215); por
electroporacion (Patente de Estados Unidos N° 5.384.253); por precipitacion con fosfato calcico (Graham y Van Der
Eb, 1973; Chen y Okayama, 1987; Rippe y col., 1990); usando DEAE-dextrano seguido de polietilenglicol (Gopal,
1985); por carga sonica directa (Fechheimer y col., 1987); por transfeccion mediada por liposomas (Nicolau y Sene,
1982; Fraley y col., 1979; Nicolau y col., 1987; Wong y col., 1980; Kaneda y col., 1989; Kato y col., 1991); por
bombardeo de microproyectiles (Publicacion de Solicitud de PCT N° WO 94/09699 y 95/06128; Patentes de Estados
Unidos 5.610.042; 5.322.783, 5.563.055, 5.550.318, 5.538.877 y 5.538.880); por agitacion con fibras de carburo de
silicio (Kaeppler y col., 1990; Patentes de Estados Unidos 5.302.523 y 5.464.765); por transformacion mediada por
Agrobacterium (Patentes de Estados Unidos 5.591.616 y 5.563.055); o por transformacion mediada por PEG de
protoplastos (Omirulleh y col., 1993; Patentes de Estados Unidos 4.684.611 y 4.952.500); por captacion de ADN
mediada por desecacion/inhibicion (Potrykus y col., 1985). Mediante la aplicacion de técnicas tales como estas,
pueden transformarse de forma estable o transitoria un organulo u organulos, célula o células, tejido o tejidos u
organismo u organismos.

Se ha unido una diversidad de compuestos a los extremos de oligonucledtidos para facilitar su transporte a través de
membranas celulares. Se ha descubierto que péptidos sefial cortos hallados en la TAT de VIH, VP22 de VHS,
antennapedia de Drosophila, y otras proteinas permiten la transferencia rapida de biomoléculas a través de
membranas (revisado en Schwarze 2000). Estos péptidos sefial, denominados Dominios de Transduccién de
Proteinas (PTD), se han unido a los oligonucleétidos para facilitar su suministro a células cultivadas. Se han
conjugado colesteroles con oligonucledtidos para mejorar su captacion en células en animales (MacKellar 1992). Los
grupos de colesterol terminales interaccionan aparentemente con receptores o lipidos en la superficies de células y
facilitan la internalizacion de los oligonucleétidos modificados. De forma similar, se ha conjugado poli-1-lisina con
oligonucleétidos para reducir la carga negativa neta y mejorar la captacion en células (Leonetti 1990).

Se han desarrollado una diversidad de compuestos que forman complejo con acidos nucleicos, los suministran a
superficies de células, y facilitan su captacién y liberacion de endosomas. Entre estos estan: (1) una diversidad de
lipidos tales como DOTAP (y otro lipido catiénico), DDAB, DHDEAB y DOPE y (2) polimeros no basados en lipidos
como polietilenimina, poliamidoamina y dendrimeros de estos y otros polimeros. En algunas de estas realizaciones,
se emplea una combinacion de lipidos tales como DOTAP y colesterol o un derivado de colesterol (Patente de
Estados Unidos 6.770.291). Se ha mostrado que varios de estos reactivos facilitan la captacion de acido nucleico en
animales.

Los componentes celulares implicados en la ruta de miARN se estdn haciendo conocidos. Las proteinas que
estabilizan y/o transportan miARN dentro de células podrian potenciar la estabilidad de actividad de miARN debido a
que protegerian y guiarian los miARN unidos una vez que estan en las células. Las mezclas de proteinas
transportadoras de miARN y miARN podrian potenciar la eficacia de productos terapéuticos basados en miARN.

Los ARN son moléculas hidréfilas en virtud de su cadena principal de azlcar y fosfato anionico. Aunque las bases
nitrogenadas son hidréfobas, la hidrofilia domina debido a los enlaces de hidrégeno extensivos resultantes de los
restos de fosfato y azlcar. La cadena principal de caracter hidrofilo y anidnica reduce la permeacion celular. Se ha
mostrado que la conjugacion de grupos lipéfilos como colesterol (Manoharan, 2002) y derivados de &cido laurico y
litocdlico con funcionalidad C32 (Lorenz y col.,, 2004), mejora la captacion celular. Ademéas la unién de
oligonucleétidos conjugados con esteroides con lipoproteinas diferentes en el torrente sanguineo, tales como LDL,
protege su integridad y domina su biodistribucion (Rump y col., 2000). También se ha mostrado que el colesterol
unido a moléculas antisentido (Bijsterbosch y col., 2001) y aptameros (Rusconi y col.,, 2004) estabiliza
oligonucledtidos permitiendo la union con lipoproteinas. Se ha demostrado que el colesterol potencia la captacion y
estabilidad en suero de ARNip in vitro (Lorenz y col., 2004) e in vivo (Soutschek y col., 2004). Adicionalmente, varias
moléculas pequefias como SB-435495 (Blackie y col., (2002), Isradipina (Oravcova y col., 1994), amlodipina
(Oravcova y col., 1994) y 2,2’,4,4'5,5’-hexaclorobifenilo (Borlakoglu y col., 1990) podrian potenciar la captacion
celular, y mejorar la resistencia a nucleasa promoviendo la asociacion con lipoproteinas.

1. Nucleétidos para marcar

Los nucledtidos para marcar no son nucleétidos de origen natural, sino que en su lugar se refieren a nucleétidos
preparados que tienen un resto reactivo en ellos. Las funcionalidades reactivas especificas de interés incluyen:
amino, sulfihidrilo, sulfoxilo, amino-sulfihidrilo, azido, epéxido, isotiocianato, isocianato, anhidrido, monoclorotriacina,
diclorotriacina, piridina mono o dihalégeno sustituida, diacina mono o disustituida, maleimida, epoxido, aciridina,
sulfonil haluro, haluro &cido, alquil haluro, aril haluro, alquilsulfonato, N-hidroxisuccinimida éster, imido éster,
hidracina, azidonitrofenilo, azida, 3-(2-piridilditio)-propionamida, glioxal, aldehido, yodoacetilo, cianometil éster, p-
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nitrofenil éster, o-nitrofenil éster, hidroxipiridina éster, carbonil imidazol y los otros grupos quimicos similares. En
algunas realizaciones, la funcionalidad reactiva puede unirse directamente a un nucleétido, o puede unirse con el
nucleétido mediante un grupo de enlace. El resto funcional y cualquier engarce no pueden alterar sustancialmente la
capacidad del nucleétido para afiadir al miARN o para marcar. Los grupos de enlace representativos incluyen grupos
de enlace que contienen carbono, que varian tipicamente de aproximadamente 2 a 18, habitualmente de
aproximadamente 2 a 8 atomos de carbono, en los que los grupos de enlace que contienen carbono pueden incluir o
no uno o mas heteroatomos, por ejemplo S, O, N etc., y pueden incluir o no uno o mas sitios de insaturacion. Son de
particular interés en muchas realizaciones grupos de enlace alquilo, tipicamente grupos de enlace alquilo inferior de
1 a 16, habitualmente de 1 a 4 atomos de carbono, en los que los grupos de enlace pueden incluir uno o mas sitios
de insaturacién. Los nucleétidos funcionalizados (o cebadores) usados en los procedimientos anteriores de
generacién de diana funcionalizada pueden fabricarse usando protocolos conocidos u obtenidos de proveedores
comerciales, por ejemplo, Sigma, Roche, Ambion, y NEN. Pueden prepararse grupos funcionales de acuerdo con
modos conocidos por los expertos en la materia, incluyendo la informacidn representativa hallada en las Patentes de
Estados Unidos N° 4.404.289; 4.405.711; 4.337.063 y 5.268.486, y Patente Br. N° 1.529.202.

Se usan nucleétidos modificados con amina en varias realizaciones de la invencion. El nucledtido modificado con
amina es un nucledtido que tiene un grupo amina reactivo para union en el marcador. Se contempla que puede
modificarse cualquier ribonucleodtido (G, A, U o C) o desoxirribonucleétido (G, A, T o C) para marcaje. Los ejemplos
incluyen, pero sin limitacion, los siguientes ribo y desoxwrlbonucleotldos modlflcados 5-(3-aminoalil)- UTP 8-[(4-
amino)butil]-amino- ATP y 8-[(6-amino)butil]-amino-ATP; N°-(4-amino)butil-ATP, N°-(6-amino)butil-ATP, N*-[2,2-0xi-
bis-(etilamina)]-CTP; N°-(6-amino)hexil-ATP; 8-[(6-amino)hexil]-amino-ATP; 5-propargilamino- CTP 5-propargilamino-
UTP 5-(3-aminoalil)- dUTP 8-[(4-amino)butil]-amino-dATP y 8 -[(6-amino)butil]-amino-dATP; N°® -(4-amino)butil-dATP,
N°-(6-amino)butil-dATP, N*-[2,2-oxi-bis-(etilamina)]-dCTP; N°-(6-amino)hexil-dATP; 8-[(6-amino)hexil]-amino-dATP;
5-propargilamino-dCTP y 5-propargilamino-dUTP. Dichos nucle6tidos pueden prepararse de acuerdo con
procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Ademas, un experto en la materia podria preparar otras
entidades de nucleétidos con la misma modificacion de amina, tales como 5-(3-aminoalil)-CTP, GTP, ATP, dCTP,
dGTP, dTTP o dUTP en lugar de un 5-(3- aminoalil)-UTP.

2. Técnicas de marcaje

En algunas realizaciones, se marcan acidos nucleicos afiadiendo cataliticamente al 4cido nucleico un nucleétido o
nucleétidos ya marcados. Pueden afiadirse uno o méas nucleétidos marcados a moléculas de miARN. Véase Patente
de Estados Unidos 6.723.509.

En otras realizaciones, se afade cataliticamente un nucleétido o nucledtidos no marcados a un miARN, y el
nucleétido no marcado se modifica con un resto quimico que permite que se marque posteriormente. En
realizaciones de la invencion, el resto quimico es una amina reactiva de modo que el nucleétido sea un nucleétido
modificado con amina.

Se conocen bien por los expertos en la materia ejemplos de nucleétidos modificados con amina, estando muchos
disponibles en el mercado tales como de Ambion, Sigma, Jena Bioscience y TriLink.

A diferencia del marcaje de ADNc durante su sintesis, el problema para el marcaje de miARN es cémo marcar la
molécula ya existente. La presente invencién se refiere al uso de una enzima capaz de usar un ribonucleétido o
desoxirribonucledtido di o trifosfato como un sustrato para su adicion a un miARN, una molécula de ARN pequenia.
Ademas, en realizaciones especificas, implica usar un ribonucleétido di o trifosfato modificado, que se afiade al
extremo 3’ de un miARN. La fuente de la enzima no es limitante. Los ejemplos de fuentes para las enzimas incluyen
levadura, bacterias gram negativas tales como E. coli, Lactococcus lactis y virus de viruela de ovejas.

Las enzimas capaces de afiadir dichos nucleodtidos incluyen, pero sin limitacion, poli(A) polimerasa, transferasa
terminal y polinucleétido fosforilasa. En realizaciones especificas de la invencion, se contempla que la ligasa no es la
enzima usada para afiadir el marcador, y en su lugar, se emplea una enzima no ligasa.

La poli(A) polimerasa se ha clonado de varios organismos de plantas a seres humanos. Se ha mostrado que cataliza
la adicién de tramos homopoliméricos a ARN (Martin y col., RNA, 4(2): 226-30, 1998).

La transferasa terminal cataliza la adicién de nucledtidos al extremo 3’ terminal de un &acido nucleico. La
polinucledtido fosforilasa puede polimerizar nucleétidos difosfatos sin la necesidad de un cebador.

3. Marcadores

Los marcadores en miARN o sondas de miARN pueden ser colorimétricos (incluyen espectro visible y UV,
incluyendo fluorescencia), luminiscentes, enzimaticos o emisores de positrones (|ncluyendo radlactlvos) El marcador
puede detectarse directa o indirectamente. Los marcadores radiactivos incluyen 125 ¥2p 33p y %s. Los ejemplos de
marcadores enzimaticos incluyen fosfatasa alcalina, luciferasa, peroxidasa de rabano rusticano y B-galactosidasa.
Los marcadores también pueden ser proteinas con propiedades luminiscentes, por ejemplo, proteina verde
fluorescente vy ficoeritrina.
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Los marcadores colorimétricos y fluorescentes contemplados para su uso como conjugados incluyen, pero sin
limitacion, colorantes de Alexa Fluor, colorantes BODIPY, tales como BODIPY FL; Cascade Blue; Cascade Yellow;
coumarina y sus derivados, tales como 7-amino-4-metilcoumarina, aminocoumarina e hidroxicoumarina; colorantes
de cianina, tales como Cy3 y Cy5; eosinas y eritrosinas; fluoresceina y sus derivados, tales como fluoroesceina
isotiocianato; quelados macrociclicos de iones de lantanidos, tales como Quantum Dye™; Marina Blue; Oregon
Green; colorantes de rodamina, tales como rojo de rodamina, tetrametilrodamina y rodamina 6G; Texas Red;
colorantes de transferencia de energia fluorescente, tales como heterodimero de naranja de tiazol-etidio; y TOTAB.

Los ejemplos especificos de colorantes incluyen, pero sin limitacién, los identificados anteriormente y los siguientes:
Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 405, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 500. Alexa Fluor 514, Alexa Fluor
532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 610, Alexa Fluor 633, Alexa
Fluor 647, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680, Alexa Fluor 700 y Alexa Fluor 750; colorantes BODIPY sensibles a
amina, tales como BODIPY 493/503, BODIPY 530/550, BODIPY 558/568, BODIPY 564/570, BODIPY 576/589,
BODIPY 581/591, BODIPY 630/650, BODIPY 650/655, BODIPY FL, BODIPY R6G, BODIPY TMR y BODIPY-TR;
Cy3, Cy5, 6-FAM, fluoresceina isotiocianato, HEX, 6-JOE, Oregon Green 488, Oregon Green 500, Oregon Green
514, Pacific Blue, REG, Verde de Rodamina, Rojo de Rodamina, Renographin, ROX, SYPRO, TAMRA, 2',4’',5',7’-
tetrabromosulfonafluoresceinay TET.

Estan disponibles ejemplos especificos de ribonucleétidos marcados con fluorescencia de Molecular Probes y estos
incluyen, Alexa Fluor 488-5-UTP, Fluoresceina-12-UTP, BODIPY FL-14-UTP, BODIPY TMR-14-UTP,
tetrametilrodamina-6-UTP, Alexa Fluor 546-14-UTP, Texas Red-5-UTP y BODIPY TR-14-UTP. Estan disponibles
otros ribonucledtidos fluorescentes de Amersham Biosciences, tales como Cy3-UTP y Cy5-UTP.

Los ejemplos de desoxirribonucleétidos marcados con fluorescencia incluyen dinitrofenilo (DNP)-11-dUTP, Cascade
Blue-7-dUTP, Alexa Fluor 488-5-dUTP, Fluoresceina-12-dUTP, Oregon Green 488-5-dUTP, BODIPY FL-14-dUTP,
Verde de Rodamina-dUTP, Alexa Fluor 532-5-dUTP, BODIPY TMR-14-dUTP, tetrametilrodamina -6-dUTP, Alexa
Fluor 546-14-dUTP, Alexa Fluor 568-5-dUTP, Texas Red-12-dUTP, Texas Red-5-dUTP, BODIPY TR-14-dUTP,
Alexa Fluor 594-5-dUTP, BODIPY 630/650-14-dUTP, BODIPY 650/665-14-dUTP; Alexa Fluor 488-7-OBEA-dCTP,
Alexa Fluor 546-16-OBEA-dCTP, Alexa Fluor 594-7-OBEA-dCTP, Alexa Fluor 647-12-OBEA-dCTP.

Se contempla que los &cidos nucleicos pueden marcarse con dos marcadores diferentes. Ademas, puede emplearse
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) en procedimientos de la invencion (por ejemplo,
Klostermeier y col., 2002; Emptage, 2001; Didenko, 2001, cada una incorporada por referencia).

Como alternativa, el marcador puede no ser detectable por si mismo, pero ser detectable de forma indirecta o que
permita el aislamiento o separacion del &cido nucleico diana. Por ejemplo, el marcador puede ser biotina,
digoxigenina, cationes polivalentes, grupos quelantes y los otros ligandos, incluyen ligandos para un anticuerpo.

4, Técnicas de visualizaciéon

Estan facilmente disponibles varias técnicas para visualizar o detectar acidos nucleicos marcados. La referencia de
Stanley T. Crooke, 2000 tiene un andlisis de dichas técnicas (Capitulo 6), que se incorpora por referencia. Dichas
técnicas incluyen microscopia, matrices, fluorometria, cicladores luminicos u otras maquinas de PCR a tiempo real,
analisis de FACS, contadores de centelleo, Phosphoimagers, contadores de Geiger, MRI, CAT, procedimientos de
deteccién basados en anticuerpos (Western, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica), técnicas histoquimicas,
HPLC (Griffey y col., 1997, espectroscopia, electroforesis en gel capilar (Cummins y col., 1996), espectroscopia,
espectroscopia de masas; técnicas radioldgicas; y técnicas de equilibrio de masas.

Cuando se emplean dos o mas marcadores de colores diferentes, pueden emplearse técnicas de transferencia de
energia por resonancia fluorescente (FRET) para caracterizar el ARNbc. Ademas, un experto habitual en la técnica
es bien consciente de modos de visualizacion, identificacion y caracterizacion de acidos nucleicos marcados, y en
consecuencia, dichos protocolos pueden usarse como parte de la invencion. Los ejemplos de herramientas que
pueden usarse también incluyen microscopia fluorescente, un Bioanalizador, un lector de placas, Storm (Molecular
Dynamics), Explorador de Matrices, FACS (clasificacion de células activadas por fluorescencia) o cualquier
instrumento que tenga la capacidad de excitar y detectar una molécula fluorescente.

Ill. Aplicaciones terapéuticas

Los miARN o inhibidores de miARN sintéticos que afectan a rasgos fenotipicos proporcionan puntos de intervencion
para aplicaciones terapéuticas asi como aplicaciones de diagndstico (cribando con respecto a la presencia o
ausencia de un miARN particular). Se contempla especificamente que pueden usarse moléculas de ARN de la
presente invencioén para tratar el cancer analizado en la seccién previa. Ademas, también puede emplearse
cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente con respecto a aspectos terapéuticos de la invencién.

En aplicaciones terapéuticas, una cantidad eficaz de los miARN sintéticos de la presente invencién es para
administrar a una célula, que puede estar o0 no en un animal. En algunas realizaciones, una cantidad
terapéuticamente eficaz de los miARN o inhibidores de miARN sintéticos de la presente invencién es para
administrar a un individuo para el tratamiento de cancer. La expresién “cantidad eficaz” como se usa en el presente
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documento se define como la cantidad de las moléculas de la presente invencidn que es necesaria para dar como
resultado el cambio fisiolégico deseado en la célula o tejido al que se administra. La expresién “cantidad
terapéuticamente eficaz” como se usa en el presente documento se define como la cantidad de las moléculas de la
presente invencion que consigue un efecto deseado con respecto al cancer. Un experto en la materia reconoce
facilmente que en muchos casos las moléculas pueden no proporcionar una cura pero pueden proporcionar un
beneficio parcial, tal como alivio o mejora de al menos un sintoma. En algunas realizaciones, un cambio fisiolégico
que tiene algun beneficio también se considera terapéuticamente beneficioso. Por lo tanto, en algunas realizaciones,
una cantidad de moléculas que proporciona un cambio fisiolégico se considera una “cantidad eficaz” o una “cantidad
terapéuticamente eficaz”.

En algunas realizaciones, la molécula tiene una secuencia que corresponde a la secuencia de miARN de ese animal
particular, en oposicion a de otro animal. Por tanto, en algunas realizaciones, se utiliza una secuencia humana en las
moléculas de ARN de la presente invencion.

A. Modos de administracion y formulaciones

Las moléculas de acido nucleico de la invencién pueden ser para administracién a un sujeto solo o en forma de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de cancer. Pueden formularse composiciones farmacéuticas de
manera convencional usando uno o mas vehiculos, diluyentes, excipientes o adyuvantes fisioldgicamente aceptables
que facilitan el procesamiento de las proteinas en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. La
formulacion apropiada depende de la via de administracion elegida.

Para administracion tépica las proteinas de la invencion pueden formularse como soluciones, geles, pomadas,
cremas, suspensiones, etc. como se conoce hien en la técnica. Las formulaciones sistémicas incluyen las disefiadas
para administracion por inyeccion, por ejemplo inyeccion subcuténea, intravenosa, intramuscular, intratecal o
intraperitoneal, asi como las disefiadas para administracion transdérmica, transmucosa, inhalacién, oral o pulmonar.
Para inyeccidn, los acidos nucleicos de la invencion pueden formularse en soluciones acuosas, preferentemente en
tampones fisiolégicamente compatibles tales como solucién de Hank, solucién de Ringer o tampén de solucion
salina fisioloégica. La solucion puede contener agentes de formulaciéon tales como agentes de suspension,
estabilizadores y/o de dispersion. Como alternativa, las moléculas de acido nucleico pueden estar en forma de polvo
para constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua sin pir6genos estéril, antes de su uso. Para
administracion transmucosa, se usan en la formulacién penetrantes apropiados para la barrera para permear. Dichos
penetrantes se conocen en general en la técnica. Para administracion oral, los acidos nucleicos pueden formularse
facilmente combinando las moléculas con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica.
Dichos vehiculos permiten que los acidos nucleicos de la invencién se formulen como comprimidos, pildoras,
grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, pastas, suspensiones y similares, para ingesta oral por un paciente para
tratar. Para formulaciones sélidas orales tales como, por ejemplo, polvos, capsulas y comprimidos, los excipientes
adecuados incluyen cargas tales como azUcares, por ejemplo lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol; preparaciones de
celulosa tales como almidén de maiz, almidén de trigo, almidon de arroz, almidon de patata, gelatina, goma de
tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica y/o polivinilpirrolidona (PVP);
agentes de granulacion; y agentes aglutinantes. Si se desea, pueden afadirse agentes disgregantes, tales como la
polivinilpirrolidona reticulada, agar o 4cido alginico o una sal de los mismos tales como alginato sédico. Si se desea,
las formas de dosificacion sélida pueden recubrirse con azlcares o recubrirse de forma entérica usando técnicas
convencionales. Para preparaciones liquidas orales tales como, por ejemplo, suspensiones, elixires y soluciones, los
vehiculos, excipientes o diluyentes adecuados incluyen agua, glicoles, aceites, alcoholes, etc. Adicionalmente,
pueden afiadirse agentes saporiferos, conservantes, agentes colorantes y similares. Para administracion bucal, las
moléculas pueden tomar la forma de comprimidos, pastillas para chupar, etc., formuladas de manera convencional.
Para administracion por inhalacién, las moléculas para uso de acuerdo con la presente invencion se suministran
convenientemente en forma de una pulverizacion de aerosol a partir de envases presurizados o un nebulizador, con
el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano,
diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado la unidad de dosificacion puede
determinarse proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos de
gelatina para su uso en un inhalador o insuflador pueden formularse conteniendo una mezcla en polvo de los acidos
nucleicos y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidén. Las moléculas de ARN pueden formularse
también en composiciones rectales o vaginales tales como supositorios 0 enemas de retencién, por ejemplo, que
contienen bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, las moléculas también pueden formularse como una
preparacion de liberacion prolongada. Dichas formulaciones de accion larga pueden administrarse por implantacion
(por ejemplo por via subcutanea o intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Por lo tanto, por ejemplo, las
moléculas pueden formularse con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo como una emulsién
en un aceite aceptable) o resinas de intercambio iénico, o como derivados poco solubles, por ejemplo, como una sal
poco soluble.

Como alternativa, pueden emplearse otros sistemas de suministro farmacéutico. Los liposomas y emulsiones son
ejemplos bien conocidos de vehiculos de suministro que pueden usarse para suministrar acidos nucleicos de la
invencion.
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Un éacido nucleico de la invencién puede administrarse en combinacién con un vehiculo o lipido para aumentar la
captacion celular. Por ejemplo, el oligonucleétido puede administrarse en combinacion con un lipido catidnico. Los
ejemplos de lipidos catiénicos incluyen, pero sin limitacién, lipofectina, DOTMA, DOPE y DOTAP. La publicacion
WQOO0071096 por ejemplo, describe diferentes formulaciones, tales como una formulacién de DOTAP: colesterol o
derivado de colesterol que puede usarse eficazmente para terapia génica. Otras divulgaciones también analizan
diferentes formulaciones de lipidos o liposémicas incluyendo nanoparticulas y procedimientos de administracion;
estos incluyen, pero sin limitacién, Publicacién de Patente de Estados Unidos 20030203865, 20020150626,
20030032615 y 20040048787. También se desvelan procedimientos usados para formar particulas en las Patentes
de Estados Unidos N° 5.844.107, 5.877.302, 6.008.336, 6.077.835, 5.972.901, 6.200.801 y 5.972.900.

Los acidos nucleicos también pueden administrarse en combinacién con una amina catiénica tal como poli(L-lisina).
También pueden conjugarse acidos nucleicos con un resto quimico, tal como transferrina y colesterilos. Ademas, los
oligonucledtidos pueden dirigirse a ciertos organulos uniendo grupos quimicos especificos con el oligonucleétido.
Por ejemplo, la unién del oligonucleétido con una matriz adecuada de restos de manosa dirigira el oligonucledtido al
higado.

Adicionalmente, las moléculas pueden suministrarse usando un sistema de liberacién sostenida, tal como matrices
semipermeables de polimeros sélidos que contienen el agente terapéutico. Se han establecido diversos materiales
de liberacion sostenida y se conocen bien por los expertos en la materia. Las capsulas de liberacién sostenida
pueden, dependiendo de su naturaleza quimica, liberar las moléculas durante varias semanas hasta 100 dias.
Dependiendo de la naturaleza quimica y de la estabilidad biol6gica de las moléculas quiméricas, pueden emplearse
estrategias adicionales para la estabilizacién de moléculas.

Pueden incluirse &cidos nucleicos en cualquiera de las formulaciones anteriormente descritas como los &cidos libres
0 bases o como sales farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente aceptables son las sales que
conservan sustancialmente la actividad biolégica de las bases libres y que se preparan por reaccién con acidos
inorganicos. Las sales farmacéuticas tienden a ser mas solubles en disolventes acuosos u otros proéticos que son las
formas de base libre correspondientes.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden una cantidad eficaz de una o mas
moléculas de ARNm sintéticas o inhibidores de miARN disueltos o dispersos en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Las frases “farmacéutico o farmacolégicamente aceptable” se refieren a entidades moleculares y
composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica o de otro modo desafortunada cuando se
administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser humano, segin sea apropiado. La preparaciéon de una
composicion farmacéutica que contiene al menos un polipéptido quimérico o principio activo adicional se conocera
por los expertos en la materia a la luz de la presente divulgacién, como se ejemplifica en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990. Ademas, para la administracion animal (por
ejemplo, humana), se entendera que las preparaciones pueden necesitar cumplir patrones de esterilidad,
pirogenicidad, seguridad general y pureza segun se requiera por la Oficina de la FDA de Patrones Biolégicos.

Como se usa en el presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersion, revestimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifiingicos), agentes isotonicos, agentes retardantes de la absorcion, sales, conservantes,
farmacos, estabilizadores farmacoldgicos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes,
agentes edulcorantes, agentes saporiferos, colorantes, materiales similares y combinaciones de los mismos, como
se conocera por un experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182
Ed. Mack Printing Company, 1990, pp. 1289-1329). Excepto en la medida en que cualquier vehiculo convencional es
compatible con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

Las moléculas quiméricas pueden comprender diferentes tipos de vehiculos dependiendo de si van administrarse en
forma sélida, liquida o de aerosol, y si es necesario que sea estéril para vias de administracion tales como inyeccion.
La presente invencion puede administrarse por via intravenosa, por via intradérmica, por via intra-arterial, por via
intraperitoneal, por via intralesional, por via intracraneal, por via intra-articular, por via intraprostatica, por via
intrapleural, por via intratraqueal, por via intranasal, por via intravitrea, por via intravaginal, por via intrarrectal, por
via tdpica, por via intratumoral, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via subcutanea, por via
subconjuntiva, por via intravesicular, por via mucosa, por via intrapericardica, por via intraumbilical, por via
intraocular, por via oral, por via tépica, por via local, por inhalacion (por ejemplo, inhalacién de aerosol), inyeccion,
infusion, infusién continua, perfusion localizada que bafa las células diana directamente, mediante un catéter,
mediante un lavado, en cremas, en composiciones lipidicas (por ejemplo, liposomas), o por otro procedimiento o
cualquier combinacién de los anteriores como se conocerd por un experto habitual en la materia (véase, por
ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990).

La cantidad de dosificacion real de una composicion de la presente invenciéon para administracién a un paciente
animal puede determinarse por factores fisicos y fisiolégicos tales como peso corporal, gravedad de la afeccion, el
tipo de enfermedad que se trate, intervenciones terapéuticas previas o simultaneas, idiopatia del paciente y la via de
administracion. El practicante responsable de la administracion determinard, en cualquier caso, la concentracion del
principio o los principios activos en una composicién y la o las dosis apropiadas para el sujeto individual.
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En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, al menos
aproximadamente 0,1 % de un compuesto activo. En otras realizaciones, el compuesto activo puede comprender
entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 75 % del peso de la unidad, o entre aproximadamente el 25 %
y aproximadamente el 60 %, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable del mismo. En otros ejemplos no limitantes,
una dosis también puede comprender de aproximadamente 1 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 5
microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 10 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 50
microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 100 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 200
microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 350 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 500
microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 1 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 5
miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 10 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 50
miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 100 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 200
miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 350 miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente 500
miligramos/kg de peso corporal, a aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal 0 mas por administracion y
cualquier intervalo derivable del mismo. En ejemplos no limitantes de un intervalo derivable de los nameros
enumerados en el presente documento, puede administrarse un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg de peso
corporal a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 5 microgramos/kg de peso corporal
a aproximadamente 500 miligramos/kg de peso corporal, etc, basandose en los niUmeros descritos anteriormente.

En cualquier caso, la composicién puede comprender diversos antioxidantes para retardar la oxidacion de uno o mas
componentes. Adicionalmente, la prevencion de la accién de microorganismos puede producirse por conservantes
tales como diversos agentes antibacterianos y antifungicos, incluyendo pero sin limitacion parabenos (por ejemplo,
metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, &cido sorbico, timerosal o combinaciones de los mismos.

Las moléculas pueden formularse en una composicion en una forma de base libre, neutra o sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adiciéon de acidos, por ejemplo, las formadas con los grupos
amilo libres de una composicién proteica, o que se forman con acidos inorganicos tales como por ejemplo, acidos
clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acido acético, oxalico, tartarico o mandélico. Las sales
formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases inorganicas tales como por ejemplo,
sodio, potasio, amonio, calcio o hidroxidos férricos; o bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina,
histidina o procaina.

En realizaciones en las que la composicién esta en una forma liquida, un vehiculo puede ser un disolvente o medio
de dispersion que comprende pero sin limitacion, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol liquido, etc.), lipidos (por ejemplo, triglicéridos, aceites vegetales, liposomas) y combinaciones de los
mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento, tal como
lecitina; mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido por dispersiéon en vehiculos tales como, por
ejemplo, poliol liquido o lipidos; mediante el uso de tensioactivos tales como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa; o
combinaciones de los mismos de dichos procedimientos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isoténicos, tales como por ejemplo, azucares, cloruro sédico 0 combinaciones de los mismos.

En otras realizaciones, se pueden usar colirios, soluciones nasales o pulverizaciones, aerosoles o inhalantes en la
presente invencion. Dichas composiciones se disefian en general para que sean compatibles con el tipo de tejido
diana. En un ejemplo no limitante, las soluciones nasales son habitualmente soluciones acuosas disefiadas para
administrarse a los conductos nasales en gotas o pulverizaciones. Se preparan soluciones nasales de forma que
sean similares en muchos aspectos a las secreciones nasales, de modo que se mantenga la accion ciliar normal.
Por lo tanto, en realizaciones preferidas las soluciones nasales acuosas habitualmente son isoténicas o ligeramente
tamponadas para mantener un pH de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5. Ademas, pueden incluirse en la
formulacion conservantes antimicrobianos, similares a los usados en preparaciones oftalmicas, farmacos o
estabilizadores farmacoldgicos apropiados, si se requieren. Por ejemplo, se conocen diversas preparaciones nasales
comerciales e incluyen farmacos tales como antibiéticos o antihistaminicos.

En ciertas realizaciones, las moléculas se preparan para administracion por vias tales como la ingestién oral. En
estas realizaciones, la composicion sélida puede comprender, por ejemplo, soluciones, suspensiones, emulsiones,
comprimidos, pildoras, capsulas (por ejemplo, capsulas de gelatina de cubierta dura o blanda), formulaciones de
liberacion sostenida, composiciones bucales, trociscos, elixires, suspensiones, jarabes, obleas o combinaciones de
los mismos. Pueden incorporarse composiciones orales directamente con el alimento de la dieta. Los vehiculos
preferidos para administracion oral comprenden diluyentes inertes, vehiculos comestibles asimilables o
combinaciones de los mismos. En otros aspectos de la invencion, la composicién oral puede prepararse como un
jarabe o elixir. Un jarabe o elixir puede comprender, por ejemplo, al menos un agente activo, un agente edulcorante,
un conservante, un agente saporifero, un colorante, un conservante o combinaciones de los mismos.

En ciertas realizaciones preferidas una composicion oral puede comprender uno o mas aglutinantes, excipientes,
agentes de disgregacion, lubricantes, agentes saporiferos y combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones,
la composicion puede comprender uno o mas de los siguientes: un aglutinante, tal como, por ejemplo, goma de
tragacanto, goma arabiga, almidén de maiz, gelatina o combinaciones de los mismos; un excipiente, tal como, por
ejemplo, fosfato dicalcico, manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de
magnesio o combinaciones de los mismos; un agente disgregante, tal como, por ejemplo, almidén de maiz, almidon
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de patata, acido alginico o combinaciones de los mismos; un lubricante, tal como, por ejemplo, estearato de
magnesio; un agente edulcorante, tal como, por ejemplo, sacarosa, lactosa, sacarina o combinaciones de los
mismos; un agente saporifero, tal como, por ejemplo, menta piperita, aceite de gauteria, saporifero de cereza,
saporifero de naranja, etc.; o combinaciones de los anteriores. Cuando la forma unitaria de dosificacién es una
capsula, puede contener, ademas de materiales del tipo anterior, vehiculos tales como un vehiculo liquido. Pueden
estar presentes diversos otros materiales como revestimientos o para modificar de otro modo la forma fisica de la
unidad de dosificacion. Por ejemplo, los comprimidos, pildoras, o capsulas pueden estar revestidos con goma laca,
azucar o ambos.

La composicién debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y conservarse frente a la
accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se apreciara que la contaminacién con
endotoxinas deberia mantenerse minimamente a un nivel seguro, por ejemplo, menor de 0,5 ng/mg de proteina.

En realizaciones particulares, la absorcion prolongada de una composicion inyectable puede producirse por el uso
en las composiciones de agentes que retardan la absorcion, tales como, por ejemplo, monoestearato de aluminio,
gelatina o combinaciones de los mismos.

También puede emplearse cualquier realizacion analizada anteriormente con respecto al suministro o transporte a
células con respecto a implementar el suministro de compuestos medicinales analizados en esta seccion.

B. Dosificaciones eficaces

Las moléculas de la invencién se usaran en general en una cantidad eficaz para conseguir el fin pretendido. Para su
uso para tratar o prevenir el cancer, las moléculas de la invencién, o composiciones farmacéuticas de las mismas, se
administran o aplican en una cantidad terapéuticamente eficaz. Una cantidad terapéuticamente eficaz es una
cantidad eficaz para aliviar o prevenir los sintomas, o prolongar la supervivencia del paciente que se trate. La
determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro de las capacidades de los expertos en la
materia, especialmente a la luz de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento.

Para administracién sistémica, una dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos
in vitro. Por ejemplo, una dosis puede formularse en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracion
en circulacion que incluye la Clsp como se determina en el cultivo celular. Dicha informacion puede usarse para
determinar con mas precision dosis Utiles en seres humanos.

Las dosificaciones iniciales también pueden estimarse a partir de datos in vivo, por ejemplo, modelos animales,
usando técnicas que se conocen bien en este campo. Un experto habitual en la materia podria optimizar facilmente
la administracion a seres humanos basandose en datos animales.

La cantidad e intervalo de dosificacion pueden ajustarse individualmente para proporcionar niveles en plasma de las
moléculas que son suficientes para mantener el efecto terapéutico. Las dosificaciones a pacientes habituales para
administracion por inyeccion varian de aproximadamente 0,1 a 5 mg/kg/dia, preferentemente de aproximadamente
0,5 a 1 mg/kg/dia. Pueden conseguirse niveles en suero terapéuticamente eficaces administrando multiples dosis
cada dia.

En casos de administracion local o captacion selectiva, la concentracion local eficaz de las proteinas puede no estar
relacionada con la concentracion en plasma. Un experto en la materia serd capaz de optimizar las dosificaciones
locales terapéuticamente eficaces sin experimentacion indebida.

La cantidad de moléculas administradas dependera, por supuesto, del sujeto que se trate, del peso del sujeto, la
gravedad de la afeccién, el modo de administracion y el criterio del médico que la receta.

La terapia puede repetirse intermitentemente mientras los sintomas sean detectables o incluso cuando no sean
detectables. La terapia puede proporcionarse sola o en combinacion con otros farmacos o tratamiento (incluyendo
cirugia).

C. Toxicidad

Preferentemente, una dosis terapéuticamente eficaz de las moléculas descritas en el presente documento
proporcionaréa beneficio terapéutico sin provocar toxicidad sustancial.

La toxicidad de las moléculas descritas en el presente documento puede determinarse por procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, determinando la DLsg
(la dosis letal para el 50 % de la poblacién) o la DL1go (la dosis letal para el 100 % de la poblacién). La relacion de
dosis entre el efecto toxico y terapéutico es el indice terapéutico. Se prefieren proteinas que muestran indices
terapéuticos altos. Los datos obtenidos de estos ensayos de cultivo celular y estudios animales pueden usarse en la
formulacion de un intervalo de dosificacién que no es toxico para su uso en seres humanos. La dosificacion de las
proteinas descritas en el presente documento queda preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones en
circulaciéon que incluyen la dosis eficaz con poca o0 ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este
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intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracién utilizada. La formulacion
exacta, via de administracion y dosificacion pueden seleccionarse por el médico individual a la vista de la condicién
del paciente. (Véase, por ejemplo, Fingl y col., 1975, En: The Pharmacological Basis of Therapeutics, C.1, p.1).

D. Grupos colgantes

Un “grupo colgante” puede estar unido o conjugado con el acido nucleico. Los grupos colgantes pueden aumentar la
capacidad celular del acido nucleico. Los grupos colgantes pueden estar unidos a cualquier parte del acido nucleico
pero se unen habitualmente al extremo o los extremos de la cadena oligonucleotidica. Los ejemplos de grupos
colgantes, incluyen, pero sin limitacién; derivados de acridina (es decir, 2-metoxi-6-cloro-9-aminoacridina);
reticulantes tales como derivados de psoraleno, azidofenacilo, proflavina y azidoproflavina; endonucleasas
artificiales; complejos metdlicos tales como EDTA-Fe(ll), o-fenantrolina-Cu(l), y porfirina-Fe(ll); restos alquilantes;
nucleasas tales como nucleasa amino-1-hexanolestafilocécica y fosfatasa alcalina; transferasas terminales; abzimas;
restos de colesterilo; vehiculos lipéfilos, conjugados peptidicos; alcoholes de cadena larga; ésteres de fosfato;
amino; grupos mercapto; marcadores radiactivos; marcadores no radiactivos tales como colorantes; y polilisina u
otras poliaminas. En un ejemplo, el &cido nucleico esta conjugado con un carbohidrato, carbohidrato sulfatado o
glucano.

Ejemplos

A no ser que se designe de otro modo, los nimeros de catalogo se refieren a productos disponibles por ese nimero
de Ambion, Inc.

Ejemplo 1:

Ensayo para medir la actividad de miARN precursores (indicador)

Se cred una serie de vectores indicadores de luciferasa para medir las actividades de miARN sintéticos en células.
Los vectores indicadores se basaron en pldsmidos que se habian usado para controlar la actividad de miARN
enddgenos (articulo de Tuschl). Brevemente, se cre6 un vector de expresion de mamifero con el gen de luciferasa
bajo el control del promotor temprano del CMV. Cadena abajo de la secuencia codificante de luciferasa, en la 3’ UTR
del gen, se afiadieron secuencias complementarias de miR-1-2, miR-10, miR-124, miR-19a y miR-130 maduros. Los
vectores indicadores se cotransfectaron a células HelLa junto con miARN sintéticos disefiados para introducir uno de
los cinco miARN enumerados anteriormente. Las transfecciones implicaron mezclar 200 ng de vector indicador con
0,3, 1y 3 pmoles de cada miARN sintético correspondiente. La mezcla de indicador/miARN se mezcld con 0,3 pl de
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y se incub6 durante 5-15 minutos. Se afadieron aproximadamente 8.000 células a
cada complejo de miARN/indicador/reactivo de transfeccién en pocillos individuales de una placa de 96 pocillos. Se
cultivaron células HeLa en D-MEM (GIBCO) complementado con suero bovino fetal al 10 % (GIBCO) a 37 °C y CO;
al 5 %. 24-48 h después de la transfeccion, las células se recogieron y se ensayaron usando el ensayo de Luciferasa
como se ha descrito por el fabricante (Promega). El nivel de la expresion de luciferasa en las poblaciones celulares
se compar0 con células transfectadas con el mismo indicador pero un miARN sintético con una secuencia que no
corresponde al vector. Este miARN no de direccion se denominé el miARN de control negativo.

El analisis final de los disefios de miARN sintético implic6 medir la actividad de las cadenas tanto activa como
complementaria de los miARN sintéticos de los inventores. Para estos estudios, se crearon vectores indicadores con
secuencias 3’ UTR de luciferasa que incluian regiones complementarias de las cadenas tanto activa como
complementaria de los disefios de miARN let-7b y miARN-33 sintéticos de los inventores. Cuando se co-
transfectaron con miARN sintético con mal funcionamiento, los indicadores con una secuencia a la que se dirige la
cadena complementaria muestran expresion de luciferasa reducida debido a que la cadena complementaria de los
miARN sintéticos estan entrando en la ruta del miARN ademas de o incluso en lugar de la cadena activa que se
desea. Para estos experimentos, los protocolos de co-transfeccion y analisis indicador son idénticos a los que se ha
descrito anteriormente.

Ejemplo 2:
Ensayo para medir la actividad de miARN precursores (gen endégeno)

Aunque las construcciones indicadoras de luciferasa eran extremadamente valiosas en la evaluacion de los disefios
de miARN sintético, fue importante verificar los hallazgos de las construcciones indicadoras midiendo los efectos de
los miARN sintéticos en dianas de genes endégenos. Para estos estudios, la expresion de RAS y MYC en células
transfectadas con miARN de let-7 se seleccioné para el control. Tanto RAS como MYC se regulan negativamente
por los diversos miembros de la familia de let-7 en seres humanos y C. elegans. Usando un sistema de micromatriz
especifico para miARN, los inventores han descubierto que las células HepG2 expresan niveles indetectables de let-
7. Para ensayar las actividades de los diversos disefios de los inventores de sus miARN sintéticos, se crearon
mMiARN let-7 sintéticos y se usaron para transfectar células HepG2 en placas de 24 pocillos usando siPORT NeoFX
(Ambion) de acuerdo con las sugerencias del fabricante. Tres dias después de la transfeccion, las células se fijaron
con paraformaldehido al 4 %, se tifieron con DAPI para localizar nucleos celulares y se tifieron con anticuerpos
conjugados con FITC especificos para MYC o RAS (US Biological) de acuerdo con las sugerencias del fabricante.
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La reduccién relativa de la expresion de proteina diana en células transfectadas con let-7 sintético se determiné
comparando la intensidad de tincion de MYC y RAS para células transfectadas con un miARN de control negativo
usando software MetaMorph.

Para asegurar que los resultados de los ensayos de let-7 de los inventores podrian verificarse por interacciones de
miARN adicionales que se observan de forma natural en células, se crearon ensayos para dos miARN adicionales
con dianas verificadas. En el primero, se desarroll6 un ensayo de PCR™ en tiempo real para medir el nivel del
ARNm de HOXB8 en células transfectadas con miR-196 sintético. Se ha mostrado que miR-196 induce la
degradacion del ARNm de HOXBS8 en células. Cuando se transfecta a células cultivadas usando siPORT NeoFX de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, los disefios de miARN sintético miR-196 eficaces reducen los niveles
del ARNm del HOXBS.

Para controlar la eficacia de los miARN miR-1-2 sintéticos, se cred un vector indicador en el que se colocé la 3UTR
del gen G6PD inmediatamente cadena abajo de la region codificante de luciferasa. Se ha aplicado una interaccién
entre miR-1-2 y la 3'UTR de G6PD (Lewis, 2003). Se co-transfectaron disefios de miR-1-2 sintéticos con el vector
indicador y se ensayaron como se ha descrito en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3:

Eficacia de miARN parcialmente complementarios

Se compararon tres disefios de secuencia generales con respecto a actividad de miARN. El primero, denominado el
“disefio de miARN” presentd una cadena activa idéntica al miARN maduro hallado en animales y una cadena
complementaria que fue idéntica a la secuencia en horquilla que se predice que existe en células durante el
procesamiento del miARN antes de la activacion del miARN (véase posteriormente). El segundo disefio,
denominado el “disefio de desapareamiento”, fue un hibrido de la misma cadena activa que antes con una cadena
complementaria con un dinucleétido, saliente 3' y dos desapareamientos en los cinco nucledtidos finales que
precedian al saliente 3’ (véase posteriormente). El tercer disefio, denominado el “disefio de ARNip”, comprendia la
misma cadena activa que anteriormente hibridada con un segundo ARN que era completamente complementario
excepto que dejaba salientes 3’ di-nucle6tidos en uno de los extremos de la molécula bicatenaria (dos
polinucledtidos) (véase posteriormente). Los ejemplos posteriores implican o corresponden a miARN humanos.

miR-1-2
secuencia de miR-1-2 madura - UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA (53-73 de SEC ID Ne°: 1)
disefio de miARN = CAUACUUCUUUAUAUGCCCAUA (SEC ID Ne: 594) +
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA (SEC ID Ne: 595)
disefio de desapareamiento = CAUACUUCUUUACAUUCUGTT (SEC ID No: 596) +

UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA (SEC ID N°: 597)
disefio de ARNip = CAUACUUCUUUACAUUCCATT (SEC ID N°: 598) + UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA
(SEC ID N°: 599)

mir-124a-1
secuencia de miR-124 madura - UUAAGGCACGCGGUGAAUGCCA (52-73 de SEC ID N°: 80)
disefio  de miARN = GUGUUCACAGCGGACCUUGAUU (SEC ID Ne: 600) +
UUAAGGCACGCGGUGAAUGCCA (SEC ID Ne: 601)
disefio de desapareamiento = GCAUUCACCGCGUGCCUUGGTT (SEC ID N° 602) +
UUAAGGCACGCGGUGAAUGCCA (SEC ID Ne: 603)
disefio de ARNip = GCAUUCACCGCGUGCCUUAATT (SEC ID Ne: 604) +

UUAAGGCACGCGGUGAAUGCCA (SEC ID Ne°: 605)
miR-130a

secuencia de miR-130 madura - CAGUGCAAUGUUAAAAGGGC (55-74 de SEC ID Ne°: 91)

disefio de miARN = UCUUUUCACAUUGUGCUAC (SEC ID N°: 606) + CAGUGCAAUGUUAAAAGGGC (SEC
ID N°: 607)

disefio de desapareamiento = UAUUUUAACAUUGCACUGTT (SEC ID N° 608) +
CAGUGCAAUGUUAAAAGGGC (SEC ID Ne: 609)

disefio de ARNip = CCUUUUAACAUUGCACUGTT (SEC ID N°: 610) + CAGUGCAAUGUUAAAAGGGC (SEC
ID N°: 611)
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miR-19a

secuencia de miR-19a madura - UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA (49-71 de SEC ID N°: 28)
disefio de miARN = AGUUUUGCAUAGUUGCACUA (SEC ID N°: 612) + UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
(SEC ID N°: 613)
disefio de desapareamiento = ACAUUUGCAUAGAUUUGCACATT (SEC ID N° 614) +
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
(SEC ID N°: 615)
disefio de ARNip = AGUUUUGCAUAGAUUUGCACATT (SEC ID Ne: 616)+
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA (SEC ID N°: 617)

mmu-miR-10a-1 (ratén)

secuencia de miR-10 madura - UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG (22-44 de SEC ID N°: 212)

disefio de miARN = CAAAUUCGUAUCUAGGGGAAUA (SEC ID Ne: 618) +
UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG (SEC ID N°: 619)
disefio de desapareamiento = AGAAUUCGGAUCUACAGGGUATT (SEC ID N°: 620) +
UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG (SEC ID N°: 621)
disefio de ARNip = CAAAUUCGGAUCUACAGGGUATT (SEC ID NO: 622) +

UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG (SEC ID Ne°: 623)
miR-33

secuencia de miR-33 madura - GUGCAUUGUAGUUGCAUUG (6-24 de SEC ID N°: 57)

miARN = AUGUUUCCACAGUGCAUCA (SEC ID Ne°: 624) + GUGCAUUGUAGUUGCAUUG (SEC ID Ne: 625)
disefio de  desapareamiento = GUCCAACUACAAUGCACTT  (SEC ID Ne: 626) +
GUGCAUUGUAGUUGCAUUG (SEC ID N°: 627)

disefio de ARNip = AUGCAACUACAAUGCACTT (SEC ID Ne°: 628) + GUGCAUUGUAGUUGCAUUG (SEC ID

N°:629)
let-7b
secuencia de let-7b madura - UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU (6-27 de SEC ID N°: 6)
disefio de mMiARN = CUAUACAACCUACUGCcCcUUCC (SEC ID Ne: 630) +
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU (SEC ID Ne: 631)
disefio de desapareamiento = CCACACAACCUACUAUCUUATT (SEC ID N° 632) +
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU (SEC ID Ne: 633)
disefio de ARNip = CCACACAACCUACUACCUCATT (SEC ID Ne: 634) +

UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU (SEC ID Ne°: 635)
miR-196-2

secuencia de miR-196 madura - UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGG (7-27 de SEC ID N°: 143)
disefio de ARNip = AACAACAUGAAACUACCUATT (SEC ID N°: 636) + UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGG
(SEC ID Ne°: 637)

disefio de miARN = CAAAUUCGUAUCUAGGGGAAUA (SEC ID Ne: 638) +
UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGG (SEC ID Ne°: 639)
disefio de desapareamiento = AAUAACAUGAAACUACCUATT (SEC ID N°  640) +

UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGG (SEC ID N°: 641)

Los miARN sintéticos variados miR-1-2, mmu-miR-10a-1, miR-19a, miR-124a-1 y miR-130a se ensayaron con
respecto a su capacidad para reducir la expresion del gen indicador en vectores con sitios diana de miARN
apropiados usando el ensayo descrito en el Ejemplo 1. Los tres disefios fueron capaces de forma similar de regular
negativamente los vectores indicadores apropiados.

Para evaluar si hubo diferencias entre los diversos disefios de miARN en su capacidad para afectar a la expresién
de genes enddégenos, se transfectaron las siguientes células: células HepG2 con tres disefios de los miARN
sintéticos let-7, A549 con tres disefios de los miARN sintéticos miR-196, y HelLa con el vector indicador de G6PD y
tres disefios del miARN sintéticos miR-1-2. Como con los vectores indicadores, los tres disefios de miARN sintéticos
demostraron ser capaces de reducir la expresién de los genes diana, aunque es notable que el disefio de ARNip
rindi6 peor.

Como una comparacion final de los tres disefios de miARN sintéticos, se co-transfectaron miARN sintéticos con
vectores indicadores que incluian sitios diana para las cadenas complementarias de los miARN sintéticos de
acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. En este ensayo, resultd evidente que el disefio de ARNip
afectaba significativamente a los vectores indicadores, lo que indicaba que estaba entrando la cadena errénea del
miARN en la ruta de miARN (FIG. 3). Debido a que la cadena complementaria podria influir en la expresion de genes
que no son dianas naturales del miARN que se estudia, el disefio de ARNip es inapropiado para miARN sintéticos
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eficaces.
Ejemplo 4:

Eficacia de miARN sintéticos modificados quimicamente en su extremo 5

Aunque el disefio del ARNip demostré ser problematico porque mostraba una alta tasa de captacion de cadena
complementaria por la ruta del miARN, tenia la ventaja de que era facil de hibridar y facil de suministrar a las células.
Por estas razones, se exploraron maneras de superar los problemas con la captacion de cadena complementaria.
Se uso el disefio de ARNip para ensayar los efectos de modificaciones quimicas de los extremos 5’ de los miARN
sintéticos. Para estos estudios, se sintetizaron varias cadenas complementarias diferentes con extremos 5’ Unicos.
Una presentaba cuatro nucleétidos de desoxirribosa en el extremo 5’; una era una combinacién de cuatro
nucleétidos de desoxirribosa en el extremo 5 y un 5’NHy; una tenia un 5’NHy; una tenia un 5NHCOCHj; (véase
posteriormente).

miR-33

secuencia de miR-33 madura - GUGCAUUGUAGUUGCAUUG (6-24 de SEC ID N°: 57)

disefio de ARNip = AUGCAACUACAAUGCACTT (SEC ID N°: 642) + GUGCAUUGUAGUUGCAUUG (SEC ID
N°: 643)

disefio de amino 5’ = (NH2) AUGCAACUACAAUGCACTT (SEC ID N°: 644) + GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
(SEC ID N°: 645)

disefio de acetlo 5 = (CHsOCNH)AUGCAACUACAAUGCACTT (SEC ID N° 646) +
GUGCAUUGUAGUUGCAUUG (SEC ID N°: 647)

disefio de ADN 5 = dAdUdGdCAACUACAAUGCACTT (SEC ID N° 648) + GUGCAUUGUAGUUGCAUUG
(SEC ID Ne°: 649)

disefio de ADN de amino 5 = (NH;)dAdUdJGdCAACUACAAUGCACTT (SEC ID N° 650) +
GUGCAUUGUAGUUGCAUUG (SEC ID N°: 651)

let-7b
secuencia de let-7b madura - UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU (6-27 de SEC ID N°: 6)
disefio de ARNip = CCACACAACCUACUACCUCATT (SEC ID Ne: 652) +
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU (SEC ID Ne°: 653)
disefio de amino 5 = NHCCACACAACCUACUACCUCATT (SEC ID N° 654) +
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU (SEC ID Ne: 655)
diseio de ADN 5 = dCdCJdAdCACAACCUACUACCUCATT (SEC ID N° 656) +

UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU (SEC ID Ne°: 657)
disefio de ADN de amino 5 = NHyCdCdAdCACAACCUACUACCUCATT (SEC ID N°:. 658)
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU (SEC ID Ne°: 659)

+

miR-1-2

secuencia de miR-1-2 madura - UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA (53-73 de SEC ID Ne©: 1)

disefio de ARNip = CAUACUUCUUUACAUUCCATT (SEC ID N°: 660) + UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA
(SEC ID N°: 661)

disefio de amino 5 = NH2CAUACUUCUUUACAUUCCATT (SEC ID N° 662) +
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA (SEC ID N°: 663)

miR-124a-1
secuencia de miR-124 madura - UUAAGGCACGCGGUGAAUGCCA (52-73 de SEC ID N°: 80)
disefio de ARNip = GCAUUCACCGCGUGCCUUAATT (SEC ID Ne: 664) +
UUAAGGCACGCGGUGAAUGCCA (SEC ID N°: 665)
disefio de amino 5 = NH;GCAUUCACCGCGUGCCUUAATT (SEC ID N° 666) +

UUAAGGCACGCGGUGAAUGCCA (SEC ID N°: 667)
miR-130a

secuencia de miR-130 madura - CAGUGCAAUGUUAAAAGGGC (55-74 de SEC ID Ne°: 91)

disefio de ARNip = CCUUUUAACAUUGCACUGTT (SEC ID N°: 668) + CAGUGCAAUGUUAAAAGGGC (SEC
ID N°: 669)

disefio de amino 5 = NH; CCUUUUAACAUUGCACUGTT (SEC ID N° 670) +
CAGUGCAAUGUUAAAAGGGC (SEC ID N°: 671)

miR-10a-I

secuencia de miR-10 madura - UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG (22-44 of SEC ID N°: 212)
disefio de ARNip = CAAAUUCGGAUCUACAGGGUATT (SEC ID Ne: 672) +
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UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG (SEC ID N°: 673)
diseio de amino 5 = NHCAAAUUCGGAUCUACAGGGUATT (SEC ID No 674) +
UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG (SEC ID N°: 675)

Los miARN sintéticos miR-33 y let-7b se co-transfectaron en células HelLa y HepG2, respectivamente, con vectores
indicadores que portaban sitios diana para las cadenas activa y complementaria de miR-33 y let-7b como se
describe en el Ejemplo 1. La expresion de luciferasa de los vectores indicadores especificos de cadena activa y
complementaria se midi6é de acuerdo con el protocolo del fabricante (Promega). Como se muestra en la Figura 3, los
disefios de miARN sintético con el 5’NH; y 5’NHCOCH; proporcionaron actividad de cadena activa mayor y actividad
de cadena complementaria significativamente reducida a los miARN sintéticos, no modificados. Esto es ideal para
mMiARN sintéticos ya que los efectos vistos después de la transfeccion seran especificos de la actividad de la cadena
activa del miARN sintético. Ademas, la alta eficacia de los disefios modificados en 5 permitirda usar menores
concentraciones para transfecciones y reducir la toxicidad que se observa con frecuencia cuando se transfectan
células con cantidades mayor de acido nucleico.

Para confirmar que la modificacion amino 5’ es superior al disefio de ARNip convencional para un amplio conjunto
de miARN sintéticos, se midi6 la eficacia de ambos disefios de miARN sintéticos en células co-transfectadas con
vectores indicadores con sitios diana de miARN. Como se ve en la FIG. 4, el 5° NH; es reproduciblemente superior al
disefio de ARNip no modificado.

Ejemplo 5:

Criba de biblioteca de miARN sintética con respecto a miARN que influyen en la proliferacién celular

Una caracteristica del céncer es la proliferacion celular descontrolada; se usan habitualmente ensayos de
proliferacion celular por investigadores para estudiar la influencia de genes en la oncogénesis. Se us6 un ensayo de
proliferacion celular junto con la biblioteca de inhibidores de miARN para identificar miARN que influyen en la
proliferacién celular.

Los inventores transfectaron células Hela por triplicado con quince miARN sintéticos diferentes usando siPORT
NeoFX (Ambion) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (FIG. 6). Se analizaron células Hela transfectadas
usando AlamarBlue (BioSource International, Inc., CA) a intervalos de 24 horas. El AlamarBlue es un compuesto
que, cuando se reduce por metabolismo celular, cambia de un color azul no fluorescente a una forma roja
fluorescente que se cuantifica faciimente. La cantidad de AlamarBlue reducida es directamente proporcional al
numero de células proporcionando un procedimiento rapido para evaluar la proliferacién celular. Para realizar el
ensayo, se afiadio el reactivo de AlamarBlue al medio de cultivo tisular a una concentracion final del 10 %. La
mezcla se incubd durante 3-6 h en condiciones de cultivo después de lo cual se cuantificé la fluorescencia usando
un Spectra Max™ GeminiXS™ (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Las células transfectadas con miR-124 y miR-
106 sintéticos mostraron proliferacion significativamente menor que las muestras transfectadas con control negativo,
asi como muestras transfectadas con los otros miARN sintéticos.

Ejemplo 6:

Criba de biblioteca inhibidora de miARN con respecto a miARN que influyen en la proliferaciéon celular

Una caracteristica del cancer es la proliferacién celular descontrolada. Se usan habitualmente ensayos de
proliferacion celular por los investigadores para estudiar la influencia de los genes en la oncogénesis. Se usé un
ensayo de proliferacion celular junto con la biblioteca de inhibidores de miARN de los inventores para identificar
miARN que influyen en la proliferacién celular.

Se transfectaron células con una biblioteca de mas de 90 inhibidores de miARN para identificar miARN que estan
implicados en el crecimiento celular. Se transfectaron células HeLa (8000 células/pocillo de una placa de 96 pocillos)
por triplicado con 5 pmoles de inhibidores de miARN usando siPORT™ NeoFX™ (Ambion). Los medios se
cambiaron 24 h después de la transfeccion. 72 horas después de la transfeccion, se fijaron células con
paraformaldehido al 4 %, se permeabilizaron con TritonX 100 0,1 % y se tifieron con yoduro de propidio para ver el
namero de células total. Las placas se exploraron usando el TTP labtech Acumen Explorer. Se represento el nimero
de células en relacion con células transfectadas con un inhibidor de miARN de control negativo (FIG. 7). Las barras
horizontales rojas separan la variacién normal en la proliferacién celular (variacién del 20 %). Insertos: Se usaron
inhibidores de miARN especificos que aumentaron la proliferacion celular (flecha izquierda) o no afectaron a la
proliferacion celular (flecha derecha) en un segundo ciclo de cribado. Las células Hela se transfectaron con estos
inhibidores de miARN Yy las células se fijaron y se tifieron con anticuerpo anti-b-actina y DAPI para visualizar los
cambios de morfologia celular en respuesta a la funcién de miARN especifica. Las células transfectadas con el
inhibidor de miARN que aumentaron la proliferacion celular muestran alteracion notable en la morfologia celular
(inserto izquierdo) frente a morfologia normal (inserto derecho).

Se identificé un grupo de nueve inhibidores de miARN que provocaban enfermedades significativas (miR 31, 150,
187, 125a, 190, 191, 193, 204 y 218) en el crecimiento celular y otros inhibidores de miARN que provocaban un
aumento significativo (miR 24 y miR 21) en el crecimiento celular después de transfeccion en células HelLa (Tabla 4).
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La inhibicion de miARN-31 también provoc6 una morfologia celular definida. Se eligié un punto de corte relativo del
20 % y por debajo del 100 % como genes que se consideraban cambiados de forma significativa. Estos resultados
demuestran la capacidad de miARN humanos individuales para regular importantes procesos celulares. Ademas, la
diversidad de los efectos observados demuestra la complejidad potencial de resultados celulares de la regulacion
mediada por miARN de la expresion génica.

Tabla 4. MiARN que afectan a la proliferacién celular

miARN Impacto relativo en la proliferacion celular

miR-31 Regulacion positiva
miR-150 Regulacion positiva
miR-187 Regulacion positiva
miR-125a Regulacion positiva
miR-190 Regulacion positiva
miR-191 Regulacioén positiva
miR-193 Regulacioén positiva
miR-204 Regulacion positiva
miR-218 Regulacion positiva
miR-21 Regulacién negativa
miR-24 Regulacién negativa

Ejemplo 7

Criba de biblioteca de miARN sintético con respecto a miARN que influyen en |la apoptosis

Muchas enfermedades incluyendo el cancer se caracterizan por una incapacidad para instituir muerte celular
programada, o apoptosis. Se us6 un ensayo de actividad caspasa 3/7 junto con una biblioteca de miARN sintéticos
para identificar miARN que estan implicados en la regulacion de la apoptosis.

Se us6 una biblioteca de dieciocho miARN sintéticos para transfectar células A549 (8000 células/pocillo de una
placa de 96 pocillos) por triplicado usando siPORT™ NeoFX™ (Ambion). El medio se cambié después de 24 h y las
células se inspeccionaron visualmente bajo un microscopio para inspeccionar cualitativamente la muerte celular 72
horas después de la transfeccion. Las células se midieron con respecto a apoptosis midiendo la actividad caspasa 3
de la siguiente manera: 1) Las células se lavaron una vez con PBS y se congelaron a -80 °C. 2) Las células se
lisaron afiadieron 40 ul de tampon de lisis frio (HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 40 mM, NP40 0,5 %, EDTA 0,5 mM) a
los pocillos y se incubaron durante 20 min a 4 °C. 3) Afadir 160 ul de tampon ICE (HEPES 50 mM pH 7,4, CHAPS
0,1 %, EDTA 0,1 mM, sacarosa 10 %) + DTT 5 mM que contenia sustrato DEVDafc 20 uM. 4) Medir el aumento de
fluorescencia en una hora a 400 ex, 505 em.

Las células transfectadas con miARN sintéticos miR-1-2 y miR-33 mostraron actividad caspasa 3/7 reducida y las
células transfectadas con miR-20 mostraron niveles muchos més altos de apoptosis. Estos tres miARN
probablemente regulen genes que estén implicados en el control de la apoptosis.

Ejemplo 8

Criba con respecto a miARN que influye en la viabilidad celular

También se usaron inhibidores de miARN para identificar miARN que influyen en la viabilidad celular. Se us6 una
biblioteca de méas de 90 inhibidores de miARN para transfectar células A549 (8000 células/pocillo de una placa de 96
pocillos) por triplicado usando siPORT™ NeoFX™ (Ambion). El medio se cambid después de 24 h y las células se
inspeccionaron visualmente en un microscopio para inspeccionar cualitativamente la muerte celular 72 horas
después de la transfeccion. Las células se tripsinizaron y se tifieron con Reactivo ViaCount Flex, que distingue entre
células viables y no viables basandose en la permeabilidad de los colorantes de unién a ADN en el reactivo. Las
células se analizaron usando el Guava PCA-96 (Personal Cell Analysis).

Veintitn inhibidores de miARN indujeron una relacion significativamente diferente de células vivas y muertas que el
inhibidor de miARN de control negativo (FIG. 8). Doce redujeron la viabilidad celular y nueve aumentaron la
viabilidad celular (Tabla 5). Resulta interesante que hubo poco solapamiento en los miARN que afectaban a la
viabilidad celular en células A549 y los que afectaban a la proliferacién celular en células Hela, lo que sugiere que
diferentes células responden de forma diferente a tener actividades de miARN reducidas o la viabilidad celular y la
proliferacidn celular no se ven afectadas por las mismas rutas celulares.

Tabla 5. MiARnN que afectan a la viabilidad celular
miARN Impacto relativo en la viabilidad celular

miR-7 Reduccién
miR-19a Reduccién
miR-23 Reduccién
miR-24 Reduccién
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(continuacién)
miARN Impacto relativo en la viabilidad celular

miR-27a Reduccién
miR-31 Reduccién
miR-32 Reduccién
miR-134 Reduccién
miR-140 Reduccion
miR-150 Reduccion
miR-192 Reduccion
miR-193 Reduccion
miR-107 Aumento
miR-133 Aumento
miR-137 Aumento
miR-152 Aumento
miR-155 Aumento
miR-181a Aumento
miR-191 Aumento
miR-203 Aumento
miR-215 Aumento

Ejemplo 9:

Criba con respecto a miARN que influyen en |la apoptosis

La apoptosis es un proceso celular natural que ayuda a controlar el cancer induciendo muerte en células con
potencial oncogénico. Muchos oncogenes actlan alterando la induccién de la apoptosis. Para identificar los miARN
gue participan en la apoptosis, se us6 un ensayo de apoptosis con la biblioteca de inhibidores de miARN.

Usando una biblioteca de mas de 90 inhibidores de miARN, se crib6é con respecto a miARN que afecten a la
apoptosis. Se transfectaron células HelLa (8000 células/pocillo de una placa de 96 pocillos) por triplicado con
inhibidores de miARN (5 pmoles) usando siPORT™ NeoFX™ (Ambion). El medio se cambi6 24 h después de la
transfeccién y las células procesadas 72 horas después de la transfeccién. Las células se midieron con respecto a
apoptosis midiendo la actividad caspasa 3 de la siguiente manera: 1) Las células se lavaron una vez con PBS y se
congelaron a -80 °C. 2) Las células se lisaron afiadieron 40 ul de tampon de lisis frio (HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl
40 mM, NP40 0,5 %, EDTA 0,5 mM) a los pocillos y se incubé durante 20 min a 4 °C. 3) Afiadir 160 pl de tampdn
ICE (HEPES 50 mM pH 7,4, CHAPS 0,1 %, EDTA 0,1 mM, sacarosa al 10 %) + DTT 5 mM que contenia sustrato
DEVDafc 20 uM. 4) Medir el aumento de fluorescencia en una hora a 400 ex, 505 em.

También se analizaron muestras con respecto al nimero de células usando un ensayo de esterasa general para
normalizar los resultados de caspasa 3. Se diluyé el sustrato de FDA (fluoresceina diacetato 0,4 mg/ml (FDA) en
acetonitrilo) 1:19 en tampon de dilucion (TrisCl 40 mM pH 7,5, NaCl 20 mM, NP-40 0,5 %, concentracion final de
0,02 mg/ml). Se afiadieron 40 ul de tampon (TrisCl 40 mM pH 7,5, NP-40 0,5 %,) a cada pocillo de muestra. Las
muestras se incubaron 10 min en hielo. Se afiadieron 160 ul de sustrato de FDA diluido a cada pocillo. La
fluorescencia se midié durante 30 min a 37 °C (ex = 488, em = 529). La pendiente del aumento de fluorescencia a lo
largo del tiempo esta en funcién del nimero de células de la placa.

Se presentan datos de cribado normalizados en la FIG. 9. Los miARN que afectan a la apoptosis se enumeran en la
Tabla 6.

Tabla 6. MiARN que afectan a la apoptosis

miARN  Impacto Relativo en la Proliferacién Celular

miR-31 Reducciéon
miR-214 Reducciéon

miR-7 Aumento
miR-1-2 Aumento
miR-148 Aumento
miR-195 Aumento
miR-196 Aumento
miR-199a Aumento
miR-204 Aumento
miR-210 Aumento
miR-211 Aumento
miR-212 Aumento
miR-215 Aumento
miR-216 Aumento
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(continuacién)
miARN Impacto Relativo en la Proliferacion Celular

miR-218 Aumento
miR-296 Aumento
miR-321 Aumento

Ejemplo 10

Andlisis de expresién usando ARN sintéticos

Ademas de usar ensayos fenotipicos para identificar miARN que influyen en los procesos celulares generales o rutas
celulares, pueden usarse colecciones de miARN sintéticos y/o inhibidores de miARN para identificar miARN que
regulan directamente la expresién de un gen. Se cred un plasmido que tenia un gen de luciferasa inmediatamente
cadena arriba de la 3' UTR del gen de G6PD. Se co-transfectaron células A549 con el vector indicador y dieciocho
mMiARN sintéticos diferentes. 24 horas después de la transfeccion, se midié la actividad luciferasa en las diversas
poblaciones celulares. Resulta interesante que el miR-1-2 redujo significativamente la expresion del gen de
luciferasa/G6PD, lo que indica que esta familia de miARN regula la expresién del gen de G6PD. Pueden usarse
experimentos similares para identificar miARN que regula la expresion de genes importantes tales como p53,
BRCAly BRCA2, RAS, MYC, BCL-2, y otros.

Ejemplo 11:

Expresiéon diferencial de miARN oncogénicos y regulaciéon del cancer

Como se ha observado en ejemplos previos, se han identificado varios miARN que se expresan diferencialmente
entre muestras de tejido tumoral y adyacente normal de los mismos pacientes de cancer. Resulta interesante que
hay un solapamiento significativo en los miARN que se expresan diferencialmente entre diferentes canceres, lo que
sugiere que hay un conjunto central de miARN que influyen en procesos celulares que cuando se alteran, conducen
a cancer. A continuacion se describen experimentos dirigidos a desarrollar una conexiéon entre la desregulacion de
miARN vy el cancer.

Expresion de miARN en el cdncer de pulmdn

Se analizaron veintidos muestras de tumor y tejido adyacente normal (TAN) de pacientes con cancer de pulmén
usando el sistema de matriz de miARN descrito anteriormente. Las matrices se analizaron y se comparé la expresion
relativa de cada miARN entre el tumor y los tejidos adyacentes normales de cada paciente. Los diversos miARN se
agruparon basandose en su expresion relativa en tumores entre diferentes pacientes (FIG. 14). Se expresaron seis
miARN (miR-126, 30a, 143, 145, 188 y 331) a niveles significativamente menores en los tumores de més del 70 %
de los pacientes. Se expresaron dos miARN (miR-21 y 200b) a niveles significativamente mayores en los tumores de
mas del 70 % de los pacientes. La expresion diferencial de varios de estos miARN se verifico por andlisis de
Northern (FIG. 15).

Expresion de miARN en céancer de colon

Se analizaron veinticinco muestras de tumor y TAN de pacientes de cancer de colon usando el procedimiento de
matrices de miARN de los inventores. Como las comparaciones de cancer de pulmén, los diversos miARN se
agruparon basandose en su expresion relativa en tumores entre los diferentes pacientes de cancer de colon (FIG.
14). Se expresaron cinco miARN (miR-143, 145, 195, 130a y miR-331) a niveles significativamente menores en los
tumores de més del 70 % de los pacientes. Se expresaron cinco mARN (miR-223, 21, 31, 17 y 106) a niveles
significativamente mayores en los tumores de mas del 70 % de los pacientes.

miARN como marcadores de cancer

Es interesante que ocho mIiARN diferentes se expresaban diferencialmente entre las muestras tumorales y
adyacentes normales para la mayoria de las muestras de paciente de pulmoén y colon que se analizaron (FIG. 16).
También se descubrié que estos mismos miARN se expresaban diferencialmente en los pacientes con cancer de
mama, timo, vejiga, pancreatico y de préstata que se analizaron, lo que sugiere que estos miARN podrian controlar
procesos celulares que cuando se alteran conducen a cancer.

miARN como reguladores de la expresion oncogénica

Para abordar si los miARN especificos podrian participar en cancer mediante la desregulacion de oncogenes, se
exploraron las regiones no traducidas 3’ (UTR) de 150 oncogenes bien conocidos con respecto a secuencias con
homologia significativa con los miARN identificados en el analisis de micromatrices de los inventores. Se
seleccionaron sitios diana potenciales basandose en dos criterios:

(1) Complementariedad perfecta entre las posiciones 2-9 del miARN y el oncogén. Esta secuencia central de
miARN se ha identificado como critica para las actividades de los miARN y los sitios diana de miARN conocidos
tienen esencialmente 100 % de complementariedad en este sitio (Doench y col. 2004).
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(2) Tm general de la interaccion de miARN/ARNm. Ademas de la secuencia central, se ha mostrado que la
estabilidad de union general entre miARN y ARNm es un indicador importante de la actividad de miARN (Doench
y col., 2004).

Como se ve en la Tabla 8, se han identificado sitios de diana potenciales en las 3’'UTR de oncogenes conocidos
para todos los miARN que se observé que se expresaban diferencialmente de forma rutinaria en muestras
tumorales. Resulta interesante que KRAS2, MYCL1 y CBL tienen multiples sitios de unién a miARN predichos que
podrian proporcionar la unién de miARN cooperativa que se ha implicado como un factor importante en la regulacion
de miARN (Doench y col. 20003); Zeng y col., 2003). Muchos de los genes enumerados en la Tabla 8 se vuelven
oncogénicos cuando se sobreexpresan, por lo tanto es concebible que la expresion reducida de un miARN podria
conducir a la regulacion positiva de uno o mas oncogenes y posteriormente conducir a oncogénesis.

Tabla 8: miARN relacionado con cancer y sus dianas oncogénicas potenciales

miARN Diana génica predicha
let-7 RAS
let-7 C-MYC

miR-21  homoélogo de mutS 2 (MSH2)

miR-21  homodlogo de oncogén viral de sarcoma v-ski (aviar) (SKI)

miR-143  regién de grupo de punto de rotura (BCR)

miR-143  secuencia transformante derivada de linea celular MCF.2 (MCF2)

miR-143  supresor de tumor de von Hippel-Lindau (VHL)

miR-143  homdlogo de oncogén viral de sarcoma de rata de Kirsten 2 v-Ki-ras2 (KRAS2)
miR-143  homdlogo de oncogén viral de sarcoma de rata de Kirsten 2 v-Ki-ras2 (KRAS2)
miR-143  secuencia transformante retroviral ecotrépica (murina) Cas-Br-M (CBL)
miR-143  secuencia transformante retroviral ecotrépica (murina) Cas-Br-M (CBL)
miR-145  oncogén relacionado con virus de mielocitomatosis v-myc (MYCN)

miR-145  receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2)

miR-145  secuencia transformante retroviral ecotrépica (murina) Cas-Br-M (CBL)
miR-188 homdélogo de oncogén viral de mielocitomatosis v-myc 1 (MYCL1)
miR-200b  cadherina 13 (CDH13)
miR-200b  homdlogo del oncogén viral del sarcoma felino de Hardy-Zuckerman 4 v-kit (KIT)
miR-219  homdlogo de oncogén viral de mielocitomatosis v-myc 1 (MYCL1)

miR-219  CLL de linfocitos B/linfoma 2 (BCL2)

miR-219  cadherina 1, tipo 1, cadherina E (epitelial) (CDH1)

miR-331 oncogén vav 1 (VAV1)

miR-331  receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGFR1)

miR-331  antagonistas de BCL2/killer 1 (BAK1)

miR-331  receptor de &cido retinoico, alfa (RARA)

miR-331  homdélogo del oncogén viral de sarcoma v-src (Schmidt-Ruppin A-2) (SRC)

Ejemplo 12

Medicion del efecto de los miARN en la expresién oncogénica

Puede realizarse confirmacion de predicciones de sitio diana de miARN de diversas maneras. En Drosophila y C.
elegans, se han aplicado enfoques genéticos en los que se realizan mutaciones en el miARN vy el sitio o sitios diana
de miARN potenciales y se muestra que dan como resultado fenotipos similares (Ha y col., 1996; Vella y col., 2004).
En células de mamifero, en las que los enfoques genéticos son bastante mas dificiles, se han usado construcciones
indicadoras para mostrar que las 3' UTR de genes diana potenciales se regulan en células a niveles que son
desproporcionados con respecto a controles de vectores indicadores que contienen mutaciones en los sitios de
unién a miARN potenciales (Lewis y col. 2003). Ademas, se han usado vectores y oligonucleétidos para introducir o
inhibir miARN en células para determinar los efectos en los niveles endégenos de genes diana potenciales (Lewis y
col., 2003; Kiriakidou y col. 2004). Este ultimo enfoque se ha realizado para validar las predicciones de sitios diana
de miARN.

Se han desarrollado miARN sintéticos e inhibidores de miARN que pueden transfectarse a células de mamifero para
introducir mIARN en células o inhibir la actividad de miARN en células, respectivamente. Véase documento USSN
60/627.171. Se usaron un miARN sintético y un inhibidor de miARN correspondiente a let-7b para determinar si las
predicciones del sitio diana eran correctas. En estos experimentos, se transfectaron células cultivadas que
expresaban niveles indetectables del miARN con el miARN sintético usando Agente de Transfeccion siPORT

NeoFX " (Ambion). Se usaron ensayos de inmunofluorescencia para RAS y C-MYC en las células transfectadas. Las
proteinas de ambos oncogenes se expresaron a casi tres veces menores niveles en células transfectadas con el
miARN sintético que células transfectadas con miARN de Control Negativo (Ambion). En un experimento reciproco,
se transfectaron células que expresaban de forma natural altos niveles del miARN con el inhibidor de miARN let-7.
Como se esperaba, las proteinas de ambos oncogenes fueron mayores en células transfectadas con el inhibidor de
miARN que en células transfectadas con el inhibidor de Control Negativo (Ambion). Estos resultados son coherentes
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con el modelo de que el mIARN regula la expresion de los dos oncogenes. Estos datos sugieren que la
desregulacion de un miARN clave podria participar en la progresion del cancer no consiguiendo regular la expresion
de uno o mas oncogenes.

Ejemplo 13:

Cribados de biblioteca de miARN sintéticos con respecto a miARN que influyen en la proliferacién celular y
viabilidad celular en diversos tipos celulares

Una caracteristica del cancer es la proliferacién celular descontrolada; se usan habitualmente ensayos de
proliferacién celular por investigadores para estudiar la influencia de los genes en la oncogénesis. Se us6 un ensayo
de proliferacion celular junto con la biblioteca de inhibidores de miARN para identificar miARN que influyen en la
proliferacién celular.

Se transfectaron células HelLa (cancer de ovario humano) y A549 (cancer de pulmén humano) por triplicado con 150
mMiARN sintéticos usando siPORT NeoFX (Ambion) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los 150 son los
siguientes: let-7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-7g, miR-1, miR-7, miR-9, miR-10a, miR-10b, miR-15a, miR-16, miR-18,
miR-19a, miR-17-3p, miR-20, miR-21, miR-22, miR-23a, miR-23b, miR-24, miR-25, miR-26a, miR-27a, miR-28, miR-
29a, miR-31, miR-32, miR-30a-3p, miR-34a, miR-92, miR-95, miR-96, miR-98, miR-99a, miR-100, miR-101, miR-
103, miR-105, miR- 107, miR-108, miR-122, miR-124, miR-125a, miR-125b, miR-126, miR-128, miR-129, miR-132,
miR-133A, miR-133B, miR-134, miR-135, miR-136, miR-137, miR-139, miR-140, miR-141, miR-142, miR-143, miR-
144, miR-145, miR-146, miR-147, miR-148, miR-149, miR-150, miR-151, miR-152, miR-153, miR-155, miR-181a,
miR-182, miR-183, miR-184, miR-186, miR-187, miR-188, miR-190, miR-191, miR-192, miR-193, miR-194, miR-195,
miR-196, miR-197, miR-198, miR-199, miR-201, miR-203, miR-204, miR-205, miR-206, miR-207, miR-208, miR-210,
miR-211, miR-212, miR-214, miR-215, miR-216, miR-217, miR-218, miR-219, miR-220, miR-221, miR-223, miR-224,
miR-299, miR-301, miR-302, miR-320, miR-322, miR-323, miR-325, miR-324-3p, miR-328, miR-330, miR-331, miR-
335, miR-337, miR-338, miR-339, miR-340, miR-345, miR-346, miR-367, miR-368, miR-369, miR-370, miR-371,
miR-372, miR-373, miR-374, mumiR-290, mu-miR-291, mu-miR-292-3p, mu-miR-293, mu-miR-294, mu-miR-295,
mu-miR-297, mu-miR-298, mu-miR-329, mu-miR-341, mu-miR-344, mu-miR-351, mu-miR-376b, mu-miR-380-3p,
mu-miR-409, mu-miR-411, mu-miR-412.

Los miARN sintéticos fueron moléculas de &cido nucleico bicatenarias compuestos de una cadena activa y una
cadena complementaria. La cadena activa contenia una secuencia que era idéntica al mIARN maduro
correspondiente. La cadena complementaria contenia una secuencia que era 100 % complementaria de la region
relevante de la secuencia de miARN madura, pero que 1) carecia de dos nucleétidos en su extremo 3’ que eran
complementarios de la secuencia de miARN madura (en el extremo 5’ de la cadena activa) y 2) tenia un saliente
dinucleotidico en su extremo 5 con respecto a la cadena activa. En otras palabras, las dos cadenas eran
completamente complementarias de la secuencia de la otra excepto que cada cadena tiene un saliente 5
dinucleotidico con respecto a la otra cadena. Se us6 el mismo tipo de miARN sintéticos para el siguiente ejemplo o
los siguientes ejemplos también. Se describe posteriormente cualquier excepcion. Los miARN indicados en las
tablas identifican el miARN que corresponde a la secuencia sintética proporcionada.

Se sometieron a electroporacion células Jurkat (célula de leucemia humana) y linfocitos T humanos primarios con el
mismo conjunto de miARN sintéticos usando siPorter-96 (Ambion) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Todas las células se analizaron con respecto a células viables y no viables 72 horas después de la transfeccion
usando el PCA-96 (Guava) con el Ensayo Viacount. El nimero de células viables es el nimero de células vivas en
un pocillo en el momento del ensayo. Los numeros proporcionados en las tablas posteriores son iguales al nimero
medio de células viables en pocillos transfectados con un miARN particular dividido por el nUmero de células viables
en pocillos transfectados con miARN sintéticos de control negativo multiplicado por 100 para proporcionar el % de
Viabilidad Celular de células transfectadas con miARN en relacion con células transfectadas con control negativo.

Se asignd significacién basandose en los valores medios de las muestras transfectadas con control negativo. Los
miARN que eran significativamente diferentes de los controles negativos se clasificaron como ‘“significativos”
basandose en que estuvieran al menos dos desviaciones tipicas por encima o por debajo de los datos de control
negativo.

La secuencia de miARN-325 es 5’- ccuaguagguguccaguaagugu-3'.

TABLA 9
miARN que reducen significativamente la viabilidad celular
de células HeLA

% de viabilidad Desv. tipica
miR-345 75 5,9
miR-346 77,8 8,2
miR-193 79,6 14,7
miR-206 79,6 6,5
miR-337 80,8 3,1
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(continuacién)
miARN que reducen significativamente la viabilidad celular
de células HeLA

mmu-miR-293
miR-299

mmu-miR-329
mmu-miR-409

mmu-miR-292-3p

miR-210
mmu-miR-344
mmu-miR-298

miR-208
miR-197
miR-217
miR-1

miR-124

% de viabilidad

TABLA 10

82,6
84,0
84,5

86
86,2
86,4
86,4
86,7
87,4
87,6
87,9
88,2
88,8

Desv. tipica

1,7
4,0
4,5
2,8
2,8
51
53
4,2

4,5
7,5
3,5
9,0
4,2

miARN que reducen significativamente el nimero de células viables
de células HeLA

Let-7b

Let-79g

Let-7¢c
miR-124
Let-7a

Let-7d
miR-337
miR-1
miR-299
miR-34a
mmu-miR-292
miR-122
miR-346
miR-101
miR-210
miR-147
miR-98
miR-345
miR-92
miR-96

miR-7
miR-133b
miR-206
mmu-miR-297
miR-19a
mmu-miR-344
miR-205
miR-208

Células Totales

TABLA 11

16,2
22,7
24,1
24,5
25,4
37,3
37,5
38,7
38,9
40,5
41,2
41,2
41,9
43,4
47,1
47,7
50,6
51,8
52,4
53,2
54,0
55,9
56,0
56,0
57,2
57,5
58,9
60,5

Desv. tipica

8,1
8,2
7,2
3,4
1,2
2,3
16,9
2,2
4,2
13,3
8,3
6,5
4,3
6,4
8,4
8,2
2,6
6,8
6,8
0,9
53
31
12,4
57
20,6
141
18,7
111

miARN que aumentan significativamente el nGmero de células
viables de células HeLA

miR-32
mu-miR-290
miR-212
miR-92
miR-323
miR-145
miR-324
miR-198

Células Totales

57

142,9
143,5
143,5
144,7
147,3
148,1
148,2
152,1

Desv. tipica

254

17,

6

10,4

16,
25,

8
9

22,2

9,
67,

0
8
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(continuacién)
miARN que aumentan significativamente el nGmero de células
viables de células HeL A

Células Totales Desuv. tipica

miR-27a 156,2 13,4
miR-369 158,4 27,3
miR-31 159,3 16,1
miR-335 161,7 20,8
mmu-miR-351 162,3 6,9
miR-370 164,3 4,5
miR-325 169,6 19,8
miR-331 172,5 24,0
miR-139 181,3 11,2
TABLA 12
miARN que reducen significativamente la viabilidad celular de
células A549
% de Viabilidad Desv. tipica
miR-193 92,4 2,5
miR-224 92,5 14
miR-96 92,6 0,1
miR-346 93,9 1,6
mmu-miR-293 94,9 0,7
miR-34a 95 0,2
miR-216 95,1 1,0
mmu-miR-380 95,2 0,8
miR-182 95,6 0,8
miR-301 95,6 1,0
mmu-miR-344 95,8 0,2
mmu-miR-409 95,8 0,6
miR-369 95,9 0,7
TABLA13

miARN que reducen significativamente el nimero de células viab
en células A549

les

Numero de células Desv. tipica

miR-124 44,3 2,2
miR-16 52,9 1,3
miR-337 54,7 7,0
miR-195 59,3 6,7
miR-34a 60,8 2,1
miR-15a 60,9 3,7
miR-28 61,3 0,8
Let-7g 61,9 0,8
mmu-miR-292 62,2 2,3
mmu-miR-344 62,6 9,1
miR-7 62,9 4,6
miR-193 63,7 3,3
miR-137 63,9 1,3
miR-147 64,8 0,5
miR-29a 67,0 3,8
miR-129 67,2 3,3
miR-22 67,5 3,4
miR-126 68,0 2,6
miR-345 69,2 7,4
miR-192 69,5 59
Let-7b 70,2 2,2
Let-7d 70,5 2,7
miR-346 70,9 7,1
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TABLA 14
miARN que aumenta significativamente el nimero de células viables
en A549
Células totales Desv. Tipica
miR-373 110,4 7,9
miR-25 111,8 6,0
mmu-miR-294 112,1 59
miR-32 120,8 4,3
miR-92 122,4 4,0
TABLA 15

miARN que reducen significativamente el nimero de células viables
de Células Jurkat

% de Viabilidad Desv. Tipica
let-7a 20,54 0,70
miR-10b 35,98 2,92
let-7b 48,79 5,08
miR-17-3p 61,55 15,63
miR-30a-3p 64,36 26,60
miR-34a 65,45 20,44
miR-122 65,63 17,80
miR-29a 66,44 7,14
miR-101 67,44 29,56
miR-133a 71,51 17,82
miR-19a 71,77 23,79
miR-32 75,59 11,69
miR-1 75,74 12,92
miR-132 76,32 16,22
miR-28 77,07 16,58
miR-20 77,60 15,23
miR-134 78,96 1,75
TABLA 16
miARN que aumentan significativamente la viabilidad celular en células
Jurkat
Células totales Desv. Tipica
miR-181-a 122,77 22,40
miR-9 124,63 9,98
miR-141 126,08 24,03
miR-98 126,24 11,90
miR-10a 126,86 8,93
miR-125b 128,71 3,50
miR-126 130,69 18,20
miR-100 130,77 14,60
miR-23b 132,18 3,50
miR-140 135,73 4,08
miR-155 142,57 22,40
miR-15a 143,01 11,29
miR-129 146,94 9,92
miR-25 150,25 17,85
miR-143 158,74 1,86
miR-26a 166,09 13,65
TABLA 17
miARN que reducen significativamente la viabilidad celular en linfocitos
T primarios
% de Viabilidad Desv. Tipica
miR-184 61,04 12,16
miR-145 68,98 11,23
miR-186 69,64 6,99
miR-139 69,85 0,29
miR-134 71,90 22,42
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(continuacién)
miARN que reducen significativamente la viabilidad celular en linfocitos

T primarios
% de Viabilidad Desv. Tipica
miR-190 75,59 2,43
miR-144 77,13 4,18
miR-183 77,71 2,86
miR-147 78,09 0,33
miR-140 78,70 5,81
miR-155 79,26 10,68
TABLA 18
miARN que aumentan significativamente la viabilidad celular de linfocitos
T primarios
% de Viabilidad Desv. Tipica
miR-126 120,81 40,08
miR-10b 121,28 18,86
miR-17 122,46 3,71
miR-10a 124,11 9,46
miR-20 124,75 13,60
let-7¢c 124,81 4,00
miR-125a 125,66 5,13
miR-15a 129,07 10,96
let-7b 130,11 13,48
let-7a 130,88 16,16
miR-18 131,73 1,75

Es interesante observar que los miARN que afectan a un tipo celular con frecuencia no afectan a otros tipos
celulares. Esto se debe probablemente al hecho de que los procesos celulares que estan activos varian entre
diferentes tipos celulares. Esto puede ser de importancia vital cuando se considera el potencial de los productos
terapéuticos basados en miARN. Las células anémalas (enfermas) son diferentes de células normales debido al
hecho de que estan activos diferentes procesos celulares en los dos tipos celulares. La identificacion de miARN que
tienen efectos diferenciales en células normales y anémalas seria ideal ya que podrian suministrarse globalmente y
esperarse que tuvieran un efecto solamente en células enfermas. Cuando se compararon los datos de viabilidad
celular para las células de leucemia (linfocitos T cancerosos) y linfocitos T primarios, se observo que let-7a, let-7ab y
miR-10b redujeron todos significativamente el porcentaje de células viables en las células de leucemia no teniendo
al mismo tiempo esencialmente ningln efecto en los linfocitos T normales correspondientes. Estos miARN son
candidatos para farmacos de leucemia.

Ejemplo 14:

Criba con respecto a miARN que influyen en la apoptosis

La apoptosis es un proceso celular natural que ayuda a combatir el cancer induciendo muerte en células con
potencial oncogénico. Muchos oncogenes actuan alterando la induccion de la apoptosis. Para identificar miARN que
participan en la apoptosis se us6 un ensayo de la apoptosis con la biblioteca de inhibidores de miARN.

Se transfectaron células HelLa (8000 células/pocillo de una placa de 96 pocillos) por triplicado con mas de 150
miARN sintéticos (descrito anteriormente) (3 pmoles) usando Ambion siPORT" NeoFX . El medio se cambié 24 h
después de la transfeccion y las células se procesaron 72 horas después de la transfeccion. Las células se midieron
con respecto a apoptosis midiendo la actividad caspasa 3 de la siguiente manera: 1) Las células se lavaron una vez
con PBS y se congelaron a -80 °C. 2) Las células se lisaron afiadieron 40 pl de tamp6n de lisis frio (HEPES 50 mM
pH 7,2, NaCl 40 mM, NP40 0,5 %, EDTA 0,5 mM) a los pocillos y se incubaron durante 20 min a 4 °C. 3) Afadir 160
ul de tampén ICE (HEPES 50 mM pH 7,4, CHAPS 0,1 %, EDTA 0,1 mM, sacarosa 10 %) + DTT 5 mM que contenia
sustrato DEVDafc 20 uM. 4) Medir el aumento de fluorescencia en una hora a 400 ex, 505 em.

También se analizaron muestras con respecto al nimero de células usando un ensayo de esterasa general para
normalizar los resultados de caspasa 3. Se diluy6 el sustrato de FDA (fluoresceina diacetato 0,4 mg/ml (FDA) en
acetonitrilo) 1:19 en tampon de dilucion (TrisCl 40 mM pH 7,5, NaCl 20 mM, NP-40 0,5 %, concentracion final de
0,02 mg/ml). Se afiadieron 40 pl de tampon (TrisCl 40 mM pH 7,5, NP-40 0,5 %,) a cada pocillo de muestra. Las
muestras se incubaron 10 min en hielo. Se afiadieron 160 ul de sustrato de FDA diluido a cada pocillo. Se midid la
fluorescencia durante 30 min a 37 grados (ex = 488, em = 529). La pendiente del aumento de fluorescencia a lo
largo del tiempo esta en funcién del nimero de células en la placa.

Se enumeran miARN que afectan a la apoptosis en la tabla posterior. Estos miARN regulan aparentemente rutas
que conducen a la apoptosis. La desregulacion de estos miARN podria inducir que las células experimentaran
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apoptosis o podria evitar que las células experimentaran apoptosis. La introduccién o inhibicion de estos miARN en
células cancerosas (u otra enfermedad) que han superado rutas de sefializacion apoptética o células de Parkinson
(u otra enfermedad) que han inducido la apoptosis de forma prematura podrian usarse para tratar las enfermedades.

TABLA 20
miARN que aumentan significativamente el porcentaje de
células apoptéticas
Cambio relativo en células apoptéticas Desv. Tipica

miR-338 773,46 69,82
miR-27a 607,24 150,08
miR-128 594,42 260,06
miR-23a 473,44 208,82
miR-324 442,99 101,03
miR-22 439,13 62,59
miR-181a 409,97 65,14
mmu-miR-293 403,86 53,41
mmu-miR-412 402,27 42,04
miR-196 378,13 28,15
miR-31 373,90 61,39
Let-7d 369,10 88,94
miR-23b 360,68 81,97
mu-miR-290 354,90 46,63
miR-217 347,38 56,49
miR-199 345,75 67,55
miR-24 317,43 62,85
miR-214 312,25 7,38
miR-198 303,24 44,25
TABLA 21

miARN que reducen significativamente el porcentaje de
células apoptéticas
Cambio relativo en células apoptoticas Desv. Tipica

miR-105 39,97 8,91
miR-34a 37,75 8,41
miR-96 31,89 13,40
mmu-miR-292 30,72 4,27
miR-126 28,71 4,24
miR-137 12,69 11,80
miR-101 7,50 6,91

Ejemplo 15:

Cribas de bibliotecas de miARN sintéticos con respecto a miARN que influyen en el ciclo celular

El cuerpo humano adulto consiste en aproximadamente 50-100 billones de células. Cada dia, varios miles de
millones de estas células se dividen en dos para reemplazar los miles de millones de células que mueren y se
retiran. En el transcurso de un tiempo de vida medio, esto suma un nimero astrondmico de divisiones celulares, la
mayoria de las cuales suceden perfectamente bien. Se producen, no obstante, errores, y si no se corrigen pueden
conducir a cancer. El crecimiento y division celular se controla normalmente por un sistema intrincado de
comprobaciones y equilibrios. Sin embargo, ocasionalmente una célula comenzara a proliferar sin control,
dividiéndose una y otra vez y desafiando todas las restricciones normales en su crecimiento. Este es el comienzo de
las formas méas comunes de cancer.

Las 4.000 células BJ/pocillo se transfectaron por triplicado con 46 miARN sintéticos usando Lipofectamine 2000
(Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Let-7a
Let-7a
miR-1
miR-1
miR-105
miR-125a
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miR-128
miR-142
miR-145
miR-146
miR-147
miR-150
miR-15a
miR-16
miR-186
miR-187
miR-188
miR-191
miR-195
miR-20
miR-206
miR-21
miR-211
miR-223
miR-224
miR-26a
miR-320
miR-324-3p
miR-325
miR-335
miR-337
miR-338
miR-345
miR-371
miR-373
miR-92
mmu-miR-201
mmu-miR-207
mmu-miR-290
mmu-miR-291-3p
mmu-miR-294
mmu-miR-295
mmu-miR-297
mmu-miR-322
mmu-miR-376b
mmu-miR-409

24 horas después de la transfeccion, la mitad de las células BJ de cada pocillo se retiraron a medio nuevo. 72 h
después de la transfeccion se fijaron con paraformaldehido al 4 % a una concentracion final de 2 %. Las células
fijadas se tifieron con yoduro de propidio (TTP LabTech protocol) y se evaluaron usando el explorador celular TTP
LabTech. El yoduro de propidio tifie el ADN y el contenido de AND relativo en una célula corresponde a su posicion
en el ciclo celular. El explorador celular midio la tincion de yoduro de propidio en cada célula y asigné su posicion en
el ciclo celular. El porcentaje de células en cada estadio del ciclo celular se calculé y se compar6é con células
transfectadas con miARN sintéticos de control negativo. El cambio relativo en células en cada estadio se calculd
para cada miARN que se us6. Los miARN sintéticos que indujeron un cambio significativo hacia o en direccion
opuesta a un estadio especifico del ciclo celular se enumeran posteriormente. Estos representan miARN que regulan
puntos claves en el ciclo celular y ofrecen puntos de intervencion clave para el desarrollo terapéutico relacionado
con el cancer.

TABLA 23
miARN que reducen significativamente el porcentaje de células BJ
en fase G1 del ciclo celular

miARN % de Dif. en células en G1 Desv. Tipica
miR-miR-21 54,4 4,2
miR-miR-20 63,6 9,3
miR-miR-1 65,3 9,5
miR-miR-206 66,8 9,0
miR-miR-373 72,6 5,7
miR-miR-26a 78,0 4,0
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TABLA 24
miARN que aumentan significativamente el porcentaje de células BJ
en fase G1 del ciclo celular

miARN % de Dif. en células en G1 Desv. Tipica
rno-miR-miR-325 121,7 53
mmu-409 123,2 13,7
miR-miR-324 123,7 4,9

(continuacién)
miARN que aumentan significativamente el porcentaje de células BJ
en fase G1 del ciclo celular

miARN % de Dif. en células en G1 Desv. Tipica
miR-miR-195 125,1 2,5
mmu-376b 126,5 3,1
miR-miR-142 127,0 13,0
miR-miR-371 128,9 2,8
let-7a 1315 4,5
miR-miR-146 141,5 7,7
miR-miR-128 143,0 24

TABLA 25

miARN que reducen significativamente el porcentaje de células BJ
en fase S del ciclo celular

miARN % de Dif. en células en S Desv. Tipica
miR-miR-128 55,5 3,8
let-7a 57,6 8,7
miR-miR-142 59,5 24,7
miR-miR-146 63,5 16,8
mmu-297 65,0 14,1
miR-miR-337 65,3 11,3
miR-miR-195 65,6 0,1
mmu-376b 69,1 11,6
miR-miR-324 72,2 9,4
miR-miR-187 72,3 10,9
miR-miR-186 72,8 6,1

TABLA 26

miARN que aumentan significativamente el porcentaje de células BJ
en fase S del ciclo celular

miARN % de Dif. en células en S Desv. Tipica
mMiR-mMiR-92 132,0 14,7
miR-miR-15a 134,8 13,9
miR-miR-191 135,9 29,1
miR-miR-26a 136,0 7,6
miR-miR-20 139,7 17,6
mmu-290 141,0 11,7
let-7a 141,1 19,9
miR-miR-345 143,3 45,8
miR-mMiR-16 150,1 24,8
miR-miR-224 150,6 9,8
TABLA 26

miARN que reducen significativamente el porcentaje de células BJ
en fase G2/M del ciclo celular

miARN % de Dif. en células en G/2M Desv. Tipica
miR-miR-147 51,2 6,1
miR-miR-371 52,8 2,7
miR-miR-146 57,2 53
miR-miR-195 58,9 4.4
miR-miR-128 65,4 2,7
miR-miR-15a 67,4 13,7

let-7a 69,1 2,8
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TABLA 27
miARN que aumentan significativamente el porcentaje de células BJ
en fase G2/M del ciclo celular

miARN % de Dif. en células en G2/M Desv. Tipica
miR-miR-26a 130,2 5,8
miR-miR-187 132,0 4,3
miR-miR-145 136,8 13,7
miR-miR-373 137,9 5,2
miR-miR-20 143,0 10,6
miR-miR-21 160,3 7,1
TABLA 28

miARN que aumentan significativamente el porcentaje de células BJ
con més de 2X la cantidad de ADN

miARN % de Dif. en células con >2X ADN Desv. Tipica
miR-miR-20 157,9 23,4
miR-miR-1 161,9 13,6
miR-miR-345 176,1 17,4
miR-miR-373 177,9 32,7
miR-miR-337 195,0 52,1
miR-miR-21 209,4 45,7

Ejemplo 16:

Criba de biblioteca de miARN sintéticos con respecto a miARN que influyen en la proliferacion celular

Se usaron ensayos de proliferacién celular junto con la biblioteca de miARN sintéticos de los inventores para
identificar mIARN que influyen en la proliferacion celular en una amplia serie de células, incluyendo las de tejidos de
pulmén, mama, préstata, piel, cuello uterino, linfocitos Ty prepucio.

Se transfectaron células de cuello uterino (HeLa), pulmén (A549, CRL-5826 y HTB-57), mama (MCF12A y BT549),
prostata (22Rv1), linfocitos T (Jurkat y normales primarios) y piel (TE354T, TE353SK, y BJ) por triplicado con cada
uno de los méas de 150 miARN sintéticos en la biblioteca de los inventores. Con las excepciones de Jurkat y linfocitos
T primarios, cada tipo celular se transfecté con 5 picomoles de cada uno de los miARN en la biblioteca de miARN
sintéticos usando siPORT ' y NeoFX " (Ambion) a una densidad de siembra de aproximadamente 8000
células/pocillo de una placa de 96 pocillos. Los Jurkats y linfocitos T primarios se mezclaron a una tasa de
aproximadamente 50.000 células/pocillo con 500 picomoles de cada uno de los miARN sintéticos. El medio se
cambid 24 h después de la transfeccidn. 72 horas después de la transfeccién, se estimé el nUmero de células por
uno de tres procedimientos:

(1) Se afiadié AlamarBlue a cada pocillo y las placas de 96 pocillos se analizaron usando un lector de placas. El
AlamarBlue es un sustrato para una enzima metabdlica en células y el producto de reaccion es fluorescente. La
fluorescencia de cada pocillo se correlaciona con el nimero total de células en cada pocillo.

(2) Se afiadié Reactivo ViaCount Flex (Guava), un colorante que fluoresce cuando interacciona con el ADN, a
cada pocillo y se cuantificd la fluorescencia usando el Guava PCA-96 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

(3) Se afadi6 yoduro de propidio, un colorante que fluoresce cuando interacciona con el ADN, a cada pocillo y se
estimd el nimero total de células contando sitios Unicos de ADN tefiido usando el Explorador Celular TTP
LabTech de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se evaluo la influencia de cada miARN en la proliferacion celular dividiendo la lectura del nimero de células de cada
pocillo por la lectura de nimero de células medio para pocillos transfectados con un miARN de control negativo
(CN).

Se presentan en la FIG. 15A-C miARN sintéticos que redujeron significativamente la proliferacién de los diversos
tipos celulares que se analizaron. Estos miARN representan moléculas que podrian usarse para terapia, diagnéstico,
crear lineas celulares con propiedades de investigacion interesantes, e inducir diferenciacion.

Aproximadamente el 10 % de los miARN redujeron significativamente la proliferacion celular para al menos cuatro
tipos celulares diferentes. Estos miARN (presentados en orden de clasificacién en la tabla posterior) se proporcionan
posteriormente y pueden implementarse en procedimientos y composiciones de la invencion.
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miARN n° de positivos
miR-124 7
miR-16 6
miR-101 6
miR-126 6
miR-147 6
miR-15a 5
(continuacion)
miARN n° de positivos
miR-96 5
miR-105 5
miR-142 5
miR-215 5
miR-346 4
miR-206 4
miR-192 4
miR-194 4
5
Entre las células que se usaron en las cribas de biblioteca de miARN sintéticos se emparejan pares de células
cancerosas y no cancerosas, de mama, piel y linfocitos T. Resulta interesante que muchos miARN sintéticos
afectaron de forma diferencial a la proliferacion en los pares celulares (véase tabla posterior).
10 Tabla 30
Mama
Cancer No Céncer
miARN % CN % Desv. Tip. % CN % Desv. Tip
miR-201 79 14 103 17
miR-192 81 3 95 17
miR-92 85 11 104 24
Piel
Cancer Normal
pre-MIR % de CN % Desv. Tip % de CN % Desv. Tip
miR-154 51 5 93 10
miR-195 58 3 87 5
mu-miR-376b 65 3 99 8
miR-201 67 8 106 4
miR-26a 69 12 97 17
miR-193 69 4 105 10
Linfocitos T
Leucemia Normal
% CN % Desv. Tip % CN % Desv. Tip
let-7a 21 1 137 15
let-7b 50 5 136 13
miR-101 69 30 95 5
miR-10b 37 3 115 18
miR-122 67 18 104 18

ES 2534301 T3

Tabla 29
miARN comunes y de proliferaciéon
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miR-17-3p 63 16 116 4
miR-29a 68 7 111 8
miR-30a-3p 66 27 97 18
miR-34a 67 21 100 1

Se presentan en la FIG. 16 miARN sintéticos que aumenta significativamente la proliferacion de los diversos tipos
celulares que se analizaron.

Ejemplo 17:

Cribas de biblioteca de inhibidores de miARN identifican miARN que influyen en la proliferacién celular

Se us6 ensayo de proliferacion celular junto con la biblioteca de miARN sintéticos de los inventores para identificar
miARN que influyen en la proliferacion celular en una amplia serie de células, incluyendo las de tejidos de pulmon,
mama, prostata, piel, cuello uterino, linfocitos T y prepucio.

Se transfectaron células de mama (MCF12A), prostata (22Rv1), pulmén (A549), y piel (TE354T) por triplicado con
cada uno de los mas de 150 inhibidores de miARN de la biblioteca de los inventores. Cada tipo celular se transfect6
con 10 picomoles de cada uno de los inhibidores de miARN en la biblioteca usando siPORT ~ y NeoFX (Ambion) a
una densidad de siembre de aproximadamente 8000 células/pocillo de una placa de 96 pocillos. 72 h después de la
transfeccion, se estimé el nimero de células por uno de tres procedimientos:

(1) Se afiadi6 AlamarBlue a cada pocillo y se analizaron las placas de 96 pocillos usando un lector de placas. El
AlamarBlue es un sustrato para una enzima metabolica en células y el producto de reaccion es fluorescente. La
fluorescencia en cada pocillo se correlaciona con el nimero total de células en cada pocillo.

(2) Se afadié Reactivo ViaCount Flex (Guava), un colorante que fluoresce cuando interacciona con ADN, a cada
pocillo y se cuantifico la fluorescencia usando el Guava PCA-96 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

(3) Se afiadio yoduro de propidio, un colorante que fluoresce cuando interacciona con ADN, a cada pocillo y se
estimé el numero total de células en el pocillo contando sitios Unicos de ADN tefiido usando el Explorador Celular
TTP LabTech de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La influencia de cada miARN en la proliferacion celular se evalu6 dividiendo la lectura del nimero de células de cada
pocillo por la lectura de nimero de células medio para pocillos transfectados con un miARN de control negativo
(CN).

Se presentan en la FIG. 17 miARN cuya inhibicion redujo significativamente la proliferacion de los diversos tipos
celulares que se analizaron. Estos miARN representan moléculas que podrian usarse para terapia, diagnéstico,
crear lineas celulares con propiedades de investigacion interesantes e inducir diferenciacion.

Se presentan en la FIG. 18 inhibidores de miARN que aumentan significativamente la proliferacién de los diversos
tipos celulares que se analizaron. Estos miARN representan moléculas que podrian usarse para terapia, diagndstico,
crear lineas celulares con propiedades de investigacion interesantes e inducir diferenciacion.

Ejemplo 18:

Criba de biblioteca de miARN sintéticos con respecto a miARN que influyen en la viabilidad celular

La base para la mayoria de enfermedades humanas es la subversién de una o mas células para que actien de
maneras distintas a lo que hacen normalmente. Por ejemplo, el cancer se inicia con la inmortalizacion y
transformacion de una Unica célula que después se divide repetidas veces para formar un tumor. Se usan
habitualmente compuestos que reducen la viabilidad de las células enfermas para tratar pacientes con cancer y
otras enfermedades.

Se transfectaron cuello uterino (HelLa), pulmén (A549) y linfocitos T (Jurkat y normal primario) por triplicado con cada
uno de los mas de 150 miARN sintéticos de la biblioteca de los inventores. Con las excepciones de Jurkat y linfocitos
T primarios, cada tipo celular se transfecrg() con 5 picomoles de cada uno de los miARN en la biblioteca de miARN
sintéticos usando siPORT y NeoFX (Ambion) a una densidad de siembra de aproximadamente 8000
células/pocillo de una placa de 96 pocillos. Las Jurkats y linfocitos T primarios se mezclaron a una tasa de
aproximadamente 50.000 células/pocillo con 500 picomoles de cada uno de los miARN sintéticos. Para las células
HelLa y A549, el medio se cambid 24 h después de la transfeccion. 72 horas después de la transfeccion, se estimd el
numero de células por uno de dos procedimientos:

(1) Reactivo ViaCount Flex (Guava), que incluye un colorante que solamente puede entrar en células muertas y
que fluoresce cuando interacciona con el ADN, a cada pocillo y se cuantificd la fluorescencia usando el Guava
PCA-96 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El porcentaje de células viables se midio dividiendo el
namero de células no muertas y no apoptoticas en la muestra por el nimero total de células en el pocillo y
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multiplicando por 100.

(2) Se afadi6 a cada pocillo yoduro de propidio, un colorante que fluoresce cuando interacciona con el ADN.
Cada célula se analiz6 usando el Explorador Celular TTP LabTech de acuerdo con las instrucciones del
fabricante para detectar células con patrones de tincion coherentes con la muerte celular o la apoptosis. El
porcentaje de células viables se midié dividiendo el nimero de células no muertas y no apoptéticas en la muestra
por el nimero total de células en el pocillo y multiplicando por 100.

Se presentan en la FIG. 19 miARN sintéticos que reducen o aumentan significativamente la viabilidad en los
diversos tipos celulares que se analizaron. Una comparacion de la viabilidad de Jurkat y linfocitos T primarios, que
representan las formas normales y leucémicas de linfocitos T, let-7, miR-10, miR-101, miR-17-3p, miR-19 y miR-34a
redujeron gravemente la viabilidad de las células de leucemia sin afectar a los linfocitos T normales.

Ejemplo 19

Criba de biblioteca de miARN sintéticos con respecto a miARN que influyen en |la apoptosis

Para identificar mIARN que participan en la apoptosis, se usé un ensayo de apoptosis con la biblioteca de
inhibidores de miARN.

Se transfectaron 8000 ceélulas de cuello uterino (HeLa) prostata (22Rv1), linfocitos T (Jurkat) y piel (TE354T) por
triplicado con cada uno de los mas de 150 miARN sintéticos de la biblioteca de los inventores usando SiPORT"
NeoFX" (Ambion). ElI medio se cambié después de 24 h y las células se inspeccionaron visualmente con un
microscopio para inspeccionar cualitativamente la muerte celular 72 horas después de la transfeccién. Las células se
midieron con respecto a apoptosis midiendo la actividad caspasa 3 de la siguiente manera: 1) Las células se lavaron
una vez con PBS y se congelaron a -80 °C. 2) Las células se lisaron afiadieron 40 pl de tampén de lisis frio (HEPES
50 mM pH 7,2, NaCl 40 mM, NP40 0,5 %, EDTA 0,5 mM) a los pocillos y se incubaron durante 20 min a 4 °C. 3)
Afiadir 160 pl de tampén ICE (HEPES 50 mM pH 7,4, CHAPS 0,1 %, EDTA 0,1 mM, sacarosa al 10 %) + DTT 5 mM
gue contenia sustrato DEVDafc 20 uM. 4) Medir el aumento de fluorescencia en una hora a 400 ex, 505 em. Las
muestras también se analizaron con respecto al nimero de células usando un ensayo de esterasa general para
normalizar los resultados de caspasa 3. Se diluyé sustrato de FDA (fluoresceina diacetato (FDA) 0,4 mg/ml en
acetonitrilo) 1:19 en tampén de dilucion (TrisCl 40 mM pH 7,5, NaCl 20 mM, NP-40 0,5 %, concentracion final 0,02
mg/ml). Se afiadieron 40 ul de tampon (TrisCl 40 mM pH 7,5, NP-40 0,5 %,) a cada pocillo de muestra. Las muestras
se incubaron 10 min en hielo. Se afadieron 160 pl de sustrato de FDA diluido a cada pocillo. La fluorescencia se
midié durante 30 min a 37 grados (ex = 488, em = 529). La pendiente del aumento de fluorescencia a lo largo del
tiempo esté en funcion del nimero de células en la placa.

Se evalud la influencia de cada miARN en la apoptosis dividiendo la lectura de caspasa 3 de cada pocillo por la
lectura de caspasa 3 media para pocillos transfectados con un miARN de control negativo (CN).

Como se ve en la FIG. 20, muchos miARN diferentes fueron capaces de aumentar o reducir la apoptosis en los
cuatro tipos celulares que se analizaron. Varios miARN (miR-126, miR-26a, miR-1, miR-149 y let-7g) afectaron a la
apoptosis en multiples tipos celulares lo que sugiere que regulan la apoptosis mediante genes que son comunes en
multiples tipos celulares.

Ejemplo 20

Criba de biblioteca de miARN sintéticos con respecto a miARN que inducen la transformacién

La transformacion es necesaria para la formacion de tumores ya que supera la respuesta natural de la célula para
detener la division cuando se sitia en un ambiente muy poblado. Para identificar miARN que participan en la
transformacion, se us6 un ensayo de transformacion que presentaba NIH3T3 con la biblioteca de miARN sintéticos.
Se usan células NIH3T3 en ensayos de transformacion ya que carecen de la capacidad para formar colonias cuando
se siembran en placas de agar blando. La modulacién de los procesos celulares que inhiben la transformacion
puede detectarse facilmente porque inducen que las células NIH3T3 comiencen a formar colonias cuando se
siembran en placas de agar blando.

Se transfectaron aproximadamente 8000 células NIH 3T3 por duplicado con cada uno de los mas de 150 miARN
sintéticos en la biblioteca de los inventores usando siPORT "~ NeoFX' (Ambion). El medio se cambi6 después de 24
h y las células se transfirieron a placas de 24 pocillos que contenian agar blando. El agar blando limita la movilidad y
asegura que las células hermanas deban permanecer en contacto después de la division celular. El contacto
cercano con otras células tipicamente induce que las células NIH 3T3 paren de dividirse. El nimero total de células
en cada pocillo se midié tomando una lectura de absorbancia a 495 nm. La lectura de absorbancia para cada pocillo
se dividié por la lectura de absorbancia media para células transfectadas con miARN de control negativo y se
multiplicd por 100 para obtener el porcentaje de cambio en transformacién. Una criba inicial revel6 miR-10, miR-23,
miR-24, MiR-198, miR-192 y miR-199 como miARN que aumentaba la transformacién en relacion con células
transfectadas con control negativo. Una repeticion del experimento con los candidatos iniciales produjo los
siguientes aciertos como se muestra a continuacion:
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Tabla 31
miARN % CN % DT
198 103 2,07
192 108 57
199 113 5,59

Ejemplo 21:

MiARN gue afectan a la eficacia de los compuestos terapéuticos

Se han ensayado muchos compuestos en ensayos clinicos con respecto a su capacidad para afectar de forma
positiva al resultado de pacientes. En algunos casos, estos compuestos cumplen los criterios establecidos por la
FDA y se convierten en productos terapéuticos. Desafortunadamente, muy pocos productos terapéuticos son 100 %
eficaces. La potenciacion de las actividades de compuestos terapéuticos proporciona una oportunidad significativa
dentro de la industria médica. Los dos procedimientos mas habituales que se usan para potenciar los productos
terapéuticos son modificar la estructura quimica de los compuestos o usar multiples compuestos terapéuticos
simultdneamente. Se evalué si seria beneficioso introducir miARN antes de afiadir compuestos que se sabe que
reducen significativamente la viabilidad de células cancerosas. Uno de los compuestos antineoplasicos que se
introdujo fue TRAIL, un compuesto que se une al menos con dos receptores diferentes y activa la ruta de la
apoptosis para inducir muerte celular principalmente en células cancerosas. El segundo compuesto que se ensay6
en combinacién con miARN sintéticos fue el etopésido, un inhibidor de topoisomerasa Il que activa la ruta de la
apoptosis de células cancerosas y normales de forma similar reduciendo la reparacion del dafio de ADN dentro de
las células.

Se transfectaron aproximadamente 8000 células de cuello uterino (HelLa) y pulmén (A549, HTB-57 y CRL-5826) por
triplicado con miARN sintéticos de la biblioteca de los inventores usando siPORT" NeoFX ' (Ambion). El medio se
cambi6 después de 24 h y se introdujeron etoposido y TRAIL a una concentracion final de aproximadamente 25 uM
después de 48 horas. Las células se inspeccionaron visualmente con un microscopio para inspeccionar
cualitativamente la muerte celular 64 horas después de la transfeccion.

Las células tratadas con etopdsido se midieron con respecto a apoptosis midiendo la actividad caspasa 3 de la
siguiente manera: 1) Las células se lavaron una vez con PBS y se congelaron a -80 °C. 2) Las células se lisaron
afiadieron 40 ul de tampédn de lisis frio (HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 40 mM, NP40 0,5 %, EDTA 0,5 mM) a los
pocillos y se incubaron durante 20 min a 4 °C. 3) Afiadir 160 ul de tamp6n ICE (HEPES 50 mM pH 7,4, CHAPS 0,1
%, EDTA 0,1 mM, sacarosa al 10 %) + DTT 5 mM que contenia sustrato DEVDafc 20 uM. 4) Medir el aumento de
fluorescencia en una hora a 400 ex, 505 em. Las muestras también se analizaron con respecto al nimero de células
usando un ensayo de esterasa general para normalizar los resultados de caspasa 3. Se diluyo sustrato de FDA
(fluoresceina diacetato 0,4 mg/ml (FDA) en acetonitrilo) 1:19 en tampén de dilucién (TrisCl 40 mM pH 7,5, NaCl 20
mM, NP-40 0,5 %, concentracion final 0,02 mg/ml). Se afadieron 40 ul de tampo6n (TrisCl 40 mM pH 7,5, NP-40 0,5
%,) a cada pocillo de muestra. Las muestras se incubaron 10 min en hielo. Se afiadieron 160 pl de sustrato de FDA
diluido a cada pocillo. La fluorescencia se midié durante 30 min a 37 grados (ex = 488, em = 529). La pendiente del
aumento de fluorescencia a lo largo del tiempo esté en funcién del nimero de células en la placa.

Las células tratadas con TRAIL se evaluaron con respecto a viabilidad celular afiadiendo AlamarBlue a cada pocillo
y analizando la fluorescencia usando el lector de placas. El AlamarBlue es un sustrato para una enzima metabdlica
en células y el producto de reaccion es fluorescente. La fluorescencia en cada pocillo se correlaciona con el namero
total de células en cada pocillo.

El efecto de cada miARN en los tratamientos se midi6 dividiendo la lectura de caspasa 3 o AlamarBlue de las células
transfectadas con miARN y tratadas con TRAIL o etopdsido con las mismas lecturas con respecto a células que se
transfectaron solamente con los miARN. El cambio en la actividad de caspasa 3 o tincion de AlamarBlue para cada
miARN se dividié después por las diferencias observadas para dos miARN de control negativo y se multiplicé por
100 para calcular el efecto relativo inducido por la combinacién de cada miARN y el compuesto terapéutico. Estos
valores se enumeran como % CN en la Figura G.

Como se muestra en la FIG. 21, varios miARN aumentaron significativamente la capacidad de los dos compuestos
terapéuticos para inducir muerte celular en las células cancerosas que se trataron. Resulta interesante que miR-292-
3p, miR-132, miR-124 y miR-28 funcionaron todos extremadamente bien en combinacion tanto con TRAIL como con
etoposido.

Ejemplo 22:

Criba de biblioteca de miARN sintéticos con respecto a miARN gque afectan al ciclo celular
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El cuerpo humano adulto consiste en aproximadamente 50-100 billones células. Cada dia, varios miles de millones
de estas células se dividen en dos para reemplazar los miles de millones de células que mueren y se eliminan. En el
transcurso de un tiempo de vida medio, esto suma un ndmero astronémico de divisiones celulares, la mayoria de las
cuales suceden perfectamente bien. Se producen, sin embargo, errores, y si no se corrigen pueden conducir a
cancer. El crecimiento y divisiéon celular se controlan normalmente por un sistema intrincado de comprobaciones y
equilibrios. No obstante, ocasionalmente una célula comenzara a proliferar sin control, dividiéndose una y otra vez y
desafiando todas las restricciones normales en su crecimiento. Este es el comienzo de las formas mas comunes de
cancer.

Aproximadamente 8000 células de cuello uterino (HeLa) y 4000 de piel (BJ) por pocillo se transfectaron por triplicado
con cada uno de los mas de 150 miARN sintéticos en la biblioteca de los inventores. Se transfectaron células HeLA
usando SiPORT" NeoFX" (Ambion) y se transfectaron células BJ usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 24 horas después de la transfeccion, la mitad de las células de cada
pocillo se retiraron a medio nuevo. 72 h después de la transfeccién, las células se fijaron con paraformaldehido al 4
% a una concentracion final de 2 %. Las células fijadas se tifieron con yoduro de propidio (protocolo de TTP
LabTech) y se evaluaron usando el explorador celular TTP LabTech. El yoduro de propidio tifie ADN y el contenido
de ADN relativo de una célula corresponde a su posicion en el ciclo celular. El explorador celular midié la tinciéon con
yoduro de propidio en cada célula y asignoé su posicién en el ciclo celular. El porcentaje de células en cada estadio
del ciclo celular se calculdé y se compar6 con células transfectadas con miARN sintéticos de control negativo. El
cambio relativo en células en cada estadio se calcul6 para cada miARN que se us6. Los miARN sintéticos que
indujeron un desplazamiento significativo hacia o en sentido contrario a un estadio especifico del ciclo celular se
enumeran posteriormente. Estos representan miARN que regulan puntos clave en el ciclo celular y ofrecen puntos
de intervencion clave para el desarrollo terapéutico relacionado con céncer.

Como se ve en la FIG. 22, muchos miARN diferentes alteraron significativamente el porcentaje de células en los
diversos estadios del ciclo celular en los dos tipos celulares que se analizaron.

Ejemplo 23:

Criba de biblioteca de miARN sintéticos con respecto a miARN que influyen en la expresién de hTert

La telomerasa es un complejo de proteinas y ARN que mantiene los extremos de cromosomas agregando
telémeros. Con raras excepciones, las células diferenciadas de forma terminal carecen de telomerasa activa. Una de
las excepciones es las células cancerosas. Mas del 90 % de las muestras de cancer humano tienen telomerasa
activa (revisado en Dong y col., 2005). El gen hTert codifica el dominio catalitico de la telomerasa. La expresién de
hTert se correlaciona con la actividad telomerasa en células haciéndolo un buen sustituto para la actividad
telomerasa. Los inventores han desarrollado y usado un ensayo basado en RT-PCR para controlar la expresion de
ARNmM de hTert en células negativas para telomerasa para identificar miARN que participan en la regulacion de la
telomerasa. Los miARN que regulan la actividad telomerasa representan puntos de intervencion para terapias de
cancer.

Las células BJ son fibroblastos de prepucio normales que carecen de ARNm de hTert y actividad telomerasa. Las
células BJ se tripsinizaron y se diluyeron a 13.000 células/ml en medio de crecimiento normal. Se diluyeron 0,3 pl de
agente lipofectamine 2000 en 40 pl de OPTIMEM vy se incubaron durante cinco minutos. El reactivo de transfeccién
diluido se afadié a los pocillos de placas de 96 pocillos que contenian 151 miARN sintéticos asi como dos miARN
sintéticos de control negativo diferentes. Cada pocillo albergaba un miARN sintético diferente. Los miARN sintéticos
y agentes de transfeccidn se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y después se afiadieron 200 pl
(2.600 células) sobre el complejo de lipido/miARN. Las células se colocaron en un incubador y el ARN se aisl6 72
horas después. EI ARN se aislé de las células en cada pocillo usando el protocolo convencional del kit de
Aislamiento de ARN Total RNAqueous™-MagMAX96 (Cat n° 1830) (lisado de células en pocillos). Se realizé
transcripcion inversa usando la reaccion RETROscript afiadiendo 11 ul de ARN total (20-100 ng/ul) a 1 pl de
decameros aleatorios y se incubo en un bafio de agua a 70 °C durante 3 minutos, después se colocé en hielo. A
continuacioén 8 ul del coctel que contenia 3,8 pl de agua sin Nuc, 2,0 ul de tampdn de Transcripcion Inversa 10X, 2,0
ul de dNTP 2,5 mM, Proteina Inhibidora de RNasa (40 U/ul), 0,1 ul de MMLV-RT (100 U/ul) y se incubd a 42 °C
durante 1 hora, después 92 °C durante 10 minutos.

Se ensamblaron reacciones de PCR en tiempo real para cuantificar el ARNm de hTert y ARNr 18S en cada una de
las muestras. Se colocaron agua sin nucleasa, tamp6n de PCR Completo 10X/SYBR, MgCI2 25 mM, dNTP 2,5 mM,
ROX 50X, cebadores especificos de 18S o hTert (mezcla dir e inv 3 uM), ADNc de las diversas muestras y Super taq
polimerasa en un tubo de PCR. La reaccion se calent6 a 95 °C durante 5 minutos y después se sometio a 40 ciclos
de 95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 30 segundos. Los productos de
amplificacidon se controlaron usando el ABI 7600 (Applied Biosystems). Las células BJ habitualmente no consiguen
producir productos de amplificaciéon con los cebadores de hTert. Las muestras transfectadas por miARN que
produjeron un producto de PCR de hTert también se analizaron con respecto a niveles de ARNr 18S para asegurar
que no habia significativamente mas células en las muestras que las que podrian haber contribuido a la cantidad de
hTert en las muestras.
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El ARNm de hTert se detecté en transfecciones por duplicado de cada uno de los miIARN enumerados
posteriormente. Estos miARN afectan supuestamente a rutas que regulan la expresién del gen de hTert. La
sobreexpresion de cualquiera de estos miARN podria contribuir al cancer activando la telomerasa. La regulacion de
las actividades de estos miARN en células cancerosas podria limitar su transformacién y superar la oncogénesis.

Tabla 33
Activadores de miARN de hTert

miARN  Expresion de hTert Log(2)

miR-147 3,14
miR-195 4,25

miR-21 1,55

miR-24 4,68
miR-26a 4,35
miR-301 4,14
miR-368 5,30
miR-371 2,43

La criba de actividad telomerasa se repiti6 usando una serie de ARNip que se dirigen a quinasas, fosfatasas, GPCR,
factores de transcripcién y otros genes variados. La direccién a los genes posteriores con ARNip dio como resultado
aumento de la expresion de hTert. Resulta interesante que se ha predicho que muchos de estos genes son dianas
para los miARN que los inventores han descubierto que son reguladores de hTert (véase tabla posterior).

Tabla 34
Activadores del gen de hTert

Gen Expresion de hTert Log(2)

ACOX1 3,44
AKT1 1,80
APAF1 3,40
COX-5B 2,78
COX6 2,28
COX7B 3,95
CPOX 4,66
DUOX2 3,80
GPX1 1,85
GPX2 2,56
GPX4 3,17
LPO 3,37
MAPK1 3,07
MAPK4 3,61
MTCO1 1,58
NOX3 2,30
NOX5 2,54
PAOX 1,72
PPOX 2,09
PRKCA 2,24
PRKCD 4,39
TNFRSF6 2,25

Ejemplo 24:

Efecto de la secuencia primaria de miARN en la funcién

Parece que muchos miARN estan muy estrechamente relacionados con otros basandose en sus secuencias
primarias. Por ejemplo, let-7a es un miembro de la familia génica de let-7, que incluye 7 genes Unicos dentro del
genoma humano. Los genes let-7 codifican miARN que varian tan poco como un Unico nucleétido y tanto como
cuatro nucleédtidos. En las bibliotecas de miARN sintéticos e inhibidores de miARN de los inventores, hay cinco
mMiARN de let-7 humano diferentes. Estos miARN se han usado en muchos tipos celulares diferentes en cribas
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disefiadas para identificar miARN implicados en una diversidad de procesos celulares diferentes. En muchas de las
cribas, los diversos miARN de let-7 generan fenotipos similares. La FIG. 23 proporciona dos ejemplos en los que
todos los miembros de la familia let-7 producen respuestas similares. Por el contrario, hay algunas cribas en las que
los diversos miARN de la familia let-7 producen resultados significativamente diferentes (FIG. 23).

Ejemplo 25:

Criba de biblioteca de miARN sintéticos con respecto a miARN que influyen en la inflamacién

La inflamacion es la respuesta protectora natural del cuerpo a una lesion o infeccion. Esta disefiada para hiper-
estimular las rutas biol6gicas que inician la reparacion del tejido o atacar patégenos invasores. Esta respuesta es un
equilibrio dedicado de genes tanto pro como antiinflamatorios y sus proteinas. Si la respuesta inflamatoria se
mantiene demasiado tiempo puede conducir a destruccién tisular, insuficiencia organica o enfermedades
inflamatorias tales como artritis reumatoide, psoriasis, asma, enfermedad inflamatoria del intestino (enfermedad de
Crohn y afecciones relacionadas), esclerosis multiple, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), rinitis
alérgica (fiebre del heno) y enfermedad cardiovascular.

Stat3 es el objeto de investigacion cientifica intensa, porque se sabe que es un factor de transcripcién importante
que activa genes requeridos para la divisién celular, inducciones y supresién de apoptosis, y movilidad celular. Se
conocen muchos genes dianas de STAT3, incluyendo los que codifican las proteinas anti-apoptéticas Bcl-x1, Mcl-1 y
Bcl-2, las proteinas asociadas a proliferacion Ciclina D1 y Myc, y el factor pro-angiogénico VEGF. La enfermedad
inflamatoria psoriasis se caracteriza por lesiones, que contienen queratinocitos epidérmicos que expresan altos
niveles de Stat3 activado. También se ha descubierto recientemente que Stat3 desempefia un papel importante
como un regulador antiinflamatorio. En ratones normales, el sistema inmunitario se regula positivamente inicialmente
en respuesta a exposicion a proteina bacteriana creando una inflamacion sistémica seguida de regulacion negativa
de los factores de inicio. Los ratones con una mutacién de supresién para Stat3-beta carecian de la capacidad para
regular negativamente la reaccion inflamatoria inicial después de exposicién a proteina bacteriana lo que conduce a
dafio irreversible a los propios tejidos de los animales y finalmente a muerte del animal.

Se us6 un ensayo de respuesta a stat3 para identificar miARN que regulan la respuesta inflamatoria celular. La linea
celular con indicador de luciferasa Stat3 estable de Panomics, que contiene una integracién cromosémica de una
construccion indicadora de luciferasa regulada por 3 copias del elemento de respuesta de Statl se usé para este fin.
Se sabe que el agente quimico Forbol-12-miristato 13 acetato (PMA) induce una respuesta inflamatoria en células
expuestas y se usoO para estimular la inflamacién en este experimento. Estas células se transfectaron por triplicado
con cada uno de los mas de 206 miARN sintéticos en la biblioteca de los inventores usando siPORT" NeoFX"
(Ambion) a una densidad de siembra de aproximadamente 6000 células/pocillo de una placa de 96 pocillos. El medio
se cambi6é 24 horas después de transfeccién y se expuso a PMA 100 nM durante 6 horas comenzando a las 67
horas después de la transfeccion. Las células se ensayaron con respecto a cambios en el nimero de células totales
por AlamarBlue como se ha descrito previamente y finalmente se recogieron a las 72 horas después de la
transfeccion inicial. Se realizd un ensayo de luciferasa en todos los lisados de muestras para medir la sensibilidad de
Stat3 al procedimiento. Los datos se normalizaron al nimero de células totales usando los datos de AlamarBlue y se
compararon con células transfectadas con un miARN de control negativo que se sometié al mismo procedimiento.

Los siguientes miARN fueron capaces de reducir la capacidad de PMA para estimular Stat3.

%deCN % DESV.
TiP.
miR-93 34 74
miR-100 13 10
miR-134 50 18
miR-99a 38 96
miR-103 38 40
miR-128 49 115
miR-129 44 112
miR-181b 11 21
miR-193 42 92
miR-197 36 78
miR-212 42 92
miR-218 38 84
miR-219 39 86
miR-302 40 87
miR-323 22 49
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% de CN % DESV.

TiP.

miR-324-3p 29 63
miR-325 29 63
miR-330 21 47
miR-331 39 86

(continuacién)
% de CN % DESV.

TiP.
miR-340 34 75
mmu-miR-350 11 22
miR-425 24 49
miR-491 25 49
miR-518f 26 52
miR-520a* 28 55

Todas las composiciones y procedimientos desvelados y reivindicados en el presente documento pueden realizarse
y ejecutarse sin experimentacion indebida a la luz de la presente divulgacién. Aunque las composiciones y
procedimientos de la presente invencion se han descrito con respecto a realizaciones, resultari evidente para los
expertos en la materia que pueden aplicarse variaciones a las composiciones y procedimientos, y en las etapas o en
la secuencia de etapas de los procedimientos, descritos en el presente documento sin alejarse del concepto, espiritu
y alcance de la invencién. Mas especificamente, resultara evidente que ciertos agentes que estan relacionados tanto
quimica como fisiolégicamente pueden sustituir a los agentes descritos en el presente documento consiguiendo los
mismos o similares resultados. Se considera que todos los sustitutos similares y modificaciones evidentes para los
expertos en la materia estan dentro del espiritu, alcance y concepto de la invencibn como se define por las
reivindicaciones adjuntas.
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<160> 803
<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 1

accuacucag aguacauvacu ucuuuaugua cccauaugaa cauvacaaugc uauggaaugu 60

aaagaaguau guauuuuugg uaggc

<210>2

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 2

ugggaaacau acuucuuuad augcccauau ggaccugcud agcuauggdaa uguaaagdag 60

uauguaucuc a

<210>3

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 3

uggdgaugagg uaguagguug vavaguuuua gggucacacc caccacuggg agavaacuau gg

acaaucuacu gucuuuccua

<210>4

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 4

agguugagge aguagguugu auvaguuuaga auuacaucaa gggagauaac uguacagecu Gg

ccuagcuuuc cu

ES 2534301 T3
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<210>5

<211>74

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 5

gggugaggua guagguugua uaguuugggg cucugcccug cuaugggaua acuavacaau 60
cuacugucuu uccu 74

<210>6

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400>6

cggggugagg uaguagguug ugugguuuca gggcagugau guugccccuc ggaagauaac 60
uauacaaccu acugccuucc cug

<210>7

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 7

gcauccgggu ugagguagua gguuguaugg uulagaguua cacccuggga guuaacugua 60
caaccuucua gcuuuccuug gagc 84

<210>8

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 8

ccuaggaaga gguaguaggu ugcauaguuu uagggcaggg auuuugccca caaggaggua 60
acuauacgac cugcugccuu ucuuagyg 87

<210>9

<211>79

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400>9

ccogggeuga gguaggaggu uguauaguug aggaggacac ccaaggagau cacuauacgg 60
ccuccuagcu uuccccagg 79

<210> 10

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 10

ucagagugag guaguagauu guauaguugu gggguaguga uuuuacccug uucaggagau 60
aacuauacaa ucuauugcecu ucccuga 87
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<210> 11

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 11

ugugggauga gguaguagau uguauaguuu uagggucaua ccccaucuug gagauaacua 60
uacagucuac ugucuuuccc acg 83

<210> 12

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 12

uuggauguug gccuaguucu guguggaaga cuagugauuu uguuguuuuu agauaacuaa 60
aucgacaaca aaucacaguc ugccauaugg cacaggccau gccucuacag 110

<210> 13

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 13

cuggauacag aguggaccgg cuggcecccau cuggaagacu agugauuuug uuguugucuu 60
acugcgcuca acaacaaalcC ccagucuacc uaauggugcc agccaucgea 110

<210> 14

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 14

agauvagagu ggcugugguc uagugcugug uggaagacua gugauuuugu uguucugaug 60
uacuacgaca acaagucaca gccggccuca uagcegeagac ucccuucgac 110

<210> 15

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 15

aggcugaggu aguaguuugu acaguuugag ggucuaugau accacccggu acaggagaua 60
acuguacagg ccacugccuu gcca 84

<210> 16

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 16
cuggcugagg vaguaguuug ugcuguuggu cggguuguga cauugcccgc uguggagaua 60
acugcgcaag cuacugccuu gcua 84

<210> 17
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<211>89
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 17

€gggguuggu uguuaucuuu gguuaucuag cuguaugagu gguguggagu cuucauaaag 60
clagavaacc gaaaguaaaa auaacccca 39

<210> 18

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 18

ggaagcgagu uguuaucuuu gguuaucuag cuguaugagu guauuggucu ucavaaagcu 60
agauaaccga aaguaaaaac uccuuca 87

<210> 19

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 19

ggaggcccgu uucucucuuu gguuaucuag cuguaugagu gccacagagc cgucauaaag 60
cuagavaacc gaaaguagaa augauucuca

<210> 20

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 20

gaucugucug UCUUCUgUal auacccugua gauccgaauu uguguaagga auuuuguggu 60
cacaaauucg uaucuagggg aauvauguagu ugacauaaac acuccgcucu 110

<210>21

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 21

ccagagguug uaacguuguc uauauauacc Cuguagaacc gaauuugugu gguauccgua 60
uagucacaga uucgauucua ggggaavaua uggucgaugc aaaaacuuca 110

<210> 22

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 22

ccuuggagua aaguagcagc acauaauggu uuguggauuu ugaaaaggug caggccauau 60
ugugcugccu caaaaauaca agg

<210> 23
<211> 98
<212> ARN

78



10

15

20

25

30

35

ES 2534301 T3

<213> Homo sapiens

<400> 23

uugaggccuu aaaguacugu agcagcacau caugguuuac augcuacagu caagaugcga 60
aucauuvauuu gcugcucuag aaauuuaagg aaauucau 98

<210> 24

<211>89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 24

gucagcagug ccuuagcagc acguaaauau uggcguuaag auucuaaaau vaucuccagu 60
auuaacugug cugcugaagu aagguugac 89

<210> 25

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 25

guuccacucu agcagcacgu aaauauuggc guagugaaau avavauvuaaa caccaavave 60
acugugcugc uuuaguguga ¢ 81

<210> 26

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 26

gucagaauaa ugucaaagug Cuuacagugc agguagugau augugcaucu acugcaguga 60
aggcacuugu agcauuvaugg ugac

<210> 27

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 27

uguucuaagg ugcaucuagu gcagauvagug aaguagauvua gcaucuacug cccuaagugc 60
uccyucugge a 71

<210> 28

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 28

gcéguccucu guuaguuuug cauvaguugca cuacaagaag aauguaguug ugcaaaucua 60
ugcaaaacug augguggccu gdc 82

<210> 29

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 29

cacuguucua ugguuaguuu ugcagguuug cauccagcug ugugauvauuc ugcugugcaa 60
auccaugcaa aacugacugu gguagug 87

<210> 30

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 30

acauugcuac uuacaauuag uuuugcaggu uugcauuuca gcguavauau guauvaugugg 60
cugugcaaau €Caugcaaaa cugauuguga uaaugu 96

<210>31

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 31

guagcacuaa agugcuuaua gugcagguag uguuuaguua ucuacugcau uaugagcacu 60
Uaaaguacug ¢

<210> 32

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 32

UgucCggguag cuuaucagac ugauguugac uguugaaucu cauggcaaca ccagucgaug 60
ggcugucuga ca

<210> 33

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 33

ggcugagccg caguaguucu ucaguggcaa gcuuuauguc cugacccagc uaaagcugec 60
aguugaagaa cuguugcccu cugcec 85

<210> 34

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 34

ggccggeugy gguuccugygy gaugggauuu gcuuccuguc acaaaucaca uugccaggga 60
HUUCCAACCg acc 73

<210> 35

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 35
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cucaggugcu cuggcugcuu ggguuccugg caugcugauu ugugacuuaa gauuaaaauc 60
acauugccag ggauuaccac gcaaccacga ccuugge 97

<210> 36

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 36

cuccggugce wacugagcug auaucaguuc ucauuuuaca cacuggcuca guucagceagg 60
aacaggag 68

<210> 37

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 37

cucugccucc cgugccuacu gagcugaaac acaguugguu uguguacacu ggcucaguuc 60
agcaggaaca gqgg 73

<210> 38

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 38

ggccaguguu gagaggcgga gacuurgggca auugcuggac gcugceccugyg gcauugcacu 60
ugucucggue ugacagugcc ggcc 84

<210> 39

<211> 77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 39

guggccucgu ucaaguaauc caggauagge ugugcagguc ccaaugggce uauucuuggu 60
uwacuugcacg gggacgce

<210> 40

<211>77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 40

ccgggaccca guucaaguaa uucaggauag guugugugcy guccagccug uucuccauua 60
cuuggcucgg ggaccgg 77

<210>41

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 41
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ggcuguggcu ggauucaagu aauccaggau aggcuguuuc caucugugagd gccuauucuu 60
gauuacuugu uucuggaggc agcu 84

<210> 42

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 42

cugaggagca gggcuuagcu gcuugugage aggguccaca ccaagucgug uucacagugg 60
cuaaguuccg ccccccad 78

<210> 43

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 43

accucucuaa caaggugcag agcuuagcug auvuggugaac agugauuggu uuccgcuuug 60
uyucacagugg cuaaguucug caccugaaga gaaggug 97

<210> 44

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 44

gguccuugee cucaaggage ucacagucua uugaguuacc uuucugacuu ucccacuaga 60
dugugagcuc cuggagggca ggcacu 86

<210> 45

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 45

augacugauu ucuuuuggug uucagaguca auvauaauluu cuagcaccau cugaaaucgg go
uuau

<210> 46

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 46

Cuucaggaag cugguuucau auggugguuu agauuuaaau agugauuguc uagcaccauu 60
ugaaaucagu guucuugggg g 81

<210> 47

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 47

cuﬁtuggaag CUgQQUUUCAC augguggcuu agauvuuuucc aucuuuguau cuagcaccau 60
uugaaaucag uguuuuagga d 81
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<210> 48

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400>48

aucucuuaca caggcugacc gauuucuccu gguguucaga gucuguuuuu gucuagcacc 60
auuugaaauc gguuaugaug uaggggga 88

<210> 49

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 49

gcgacuguaa acauccucga cuggaagcug ugaagccaca gaugggcuuu cagucggaug 60
uuigcagcug ¢

<210> 50

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 50

agauacugua aacauccuac acucucagcu guggaaagua agaaagcugg gagaaggcug 60
uduacucuuu cu 72

<210>51

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 51

guuguuguaa acauccccga cuggaagcug uaagacacag cuaagcuuuc agucagaugu 60
uugcugcuac 70

<210> 52

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 52

accaaguuuc agutcalgua aacauccuac acucagcugu aauacaugga uuggcuggga 60
gguggauguu uacuucagcu gacuugga

<210> 53

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 53

accaugcugu agugugugua aacauccuac acucucagcu gugagcucaa gguggcuggg 60
agaggguugu uuacuccuuc ugccaugga

<210> 54
<211> 64
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 54

cuguaaacau ccuugacugg aagcuguaag guguucagag gagcuuucag ucggauguuu 60
acag

<210> 55

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 55

ggagaggagg caagaugcug gcauagcugu ugaacuggga accugcuaug ccaacauauu 60
gccaucuuuc ¢ 71

<210> 56

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 56

ggagauauug cacauuacua aguugcaugu ugucacggee ucaaugcaau uuvagugugug 60
ugavauuuuc 70

<210> 57

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 57

cuguggugca uuguaguugc auugcauguu cuggugguac ccaugcaaug uuuccacagu 60
gcaucacag 6

<210> 58

<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 58

ggccagcugu gaguguuucu uuggcagugu cuuagcuggy uguugugage aauvaguaagg 60
aagcaaucag caaguauvacu gcccuagaag ugcugcacgu uguggggccce 110

<210> 59

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 59

gugcucgguu uguaggcagu gucauuagcu gauuguacug uggugguuac aaucacuaac 60
uccacugcca ucaaaacaag gcac 84

<210> 60

<211> 77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 60
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agucuaguua cuaggcagug uaguuagcug auugcuaaua guaccaauca cuaaccacac 60
ggccagguaa aaagauu 77

<210>61

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 61

cuuucuacac agguugggau cgguugcaau gcuguguuuc uguaugguau ugcacuuguc 60
ccggccuguu gaguuudg 78

<210> 62

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 62

uCaucccugy guggggauuu guugcauuac uuguguucua uauaaaguau ugcacuuguc 60
ccggccugug gaaga 75

<210> 63

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 63

cugggggcuc caaagugcug uucgugcagg uagugugauu acccaaccua cugcugageu 60
agcacuuccc gagccccegg

<210> 64

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 64

aacacagugg gcacucaaua aaugucuguu gaauugaaau gcguuacauu caacggguau 60
uuauugageca cccacucugu g 81

<210> 65

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 65

uggccgauuu uggcacuage acauuuuuge uugugucucu ccgcucugag caaucaugug 60
cagugccaau augggaaa 78

<210> 66

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 66
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gugagguagu aaguuguauu guuguggggu agggauauua ggccccaauu agaagauaac 60
vauacaacuu acuacuuucc ’ 80

<210> 67

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 67

cccauuggca uaaacccgua gauccgaucu uguggugaag uggaccgcac aagcucgcuu 60
cuaugggucu gugucagugu g 81

<210> 68

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 68

ggcacccace cguagaaccyg accuugcggg gocuucgccg cacacaagcu cgugucugug 60
gguccguguc 70

<210> 69

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 69

ccuguugcca caaacccgua gauccgaacu ugugguauua guccgcacaa gcuuguaucu 60
auagguaugu gucuguuagg 80

<210> 70

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 70

ugcccuggcu caguuaucac agugcugaug cugucuauuc uaaagguaca guacugugau 60
aacugaagga uggca

<210>71

<211>79

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 71

acuguccuuu uucgguuauc augguaccga ugcuguauau cugaaaggua caguacugug 60
auvaacugaag aaugguggu 79

<210> 72

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 72
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uugugCcLUUC ageuucuuua cagugcugee uwuguagcauu caggucaagce agcauuguac 60
agggcuauga aagaacca 78

<210> 73

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 73

UaCUgCCCUC ggcuucuuua Cagugcugee uuguugcaua uggaucaage ageauuguac 60
agggcuauga aggcauug

<210> 74

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 74

ugugcaucgu ggucaaaugc ucagacuccu gugguggcug cucaugcacc acggauguuu 60
gagcaugugc bacggugucu a

<210> 75

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 75

ugugcaucgu ggucaaaugc ucagacuccu gugguggcug cuuaugcacc acggauguuu 60
gagcaugugc uauggugucu a 81

<210> 76

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 76

ccuuggccau guaaaagugc uuacagugca gguagcuuuu ugagaucuac ugcaauguaa 60
gcacuucuua cauuvaccaug g 81

<210> 77

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 77

CCuUgecyggygyg cuaaagugou gacagugcag auagugguec ucuccgugcu accgcacugu 60
ggguacuugc ugcuccagca gg 82

<210>78

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 78
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cucucugcuy ucagcuucuu uacaguguug ccuuguggca uggaguucaa gcagcauugu 60
acagggcuau caaagcacag a

<210> 79

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 79

ccuuagcaga gcuguggagu gugacaaugg uguuuguguc uaaacuauca aacgccauua 60
ucacacuaaa uagcuacugc uaggc 85

<210> 80

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400>80

aggccucucy cuccguguuc acagcggacc uugauuuaaa uguccavaca auuaaggcac 60
gcgyugaaug ccaagaaugg ggeug 85

<210>81

<211> 109

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400>81

aucaagauua gaggcucugc ucuccguguu cacagcggac cuugauuuaa ugucauvacaa 60
uuaaggcacg cggugaaugc caagagcgga gccuacggeu gcacuugaa 10

<210> 82

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 82

ugagggcccc ucugcguguu cacagcggac cuugauuuaa ugucuauaca auuaaggcac 60
gcggqugaaug ccaagagagg cgccucc 87

<210> 83

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 83

ugcgeuccue ucagucccug agacccuaac uugugauguu vaccguuuaa auccacgggu 60
vaggcucuug ggagcugega gucgugcu 88

<210> 84

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 84

88



10

15

20

25

30

35

ES 2534301 T3

ugccagucuc uaggucccug agacccuuua accugugagg acauccaggg ucacagguga 60
gguucuuggg agccuggcgu cuggcec 86

<210> 85

<211>89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 85

accagacuuu uccuaguccc ugagacccua acuugugagg uauuuuagua acaucacaag 60
ucaggcucuu gggaccuagqg cggagggga 89

<210> 86

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 86

cgcuggcgac gggacauuau uacuuuuggu acgcgcugug acacuucaaa cucguaccgu 60
gaguaauaau gcgccgucca cggea 85

<210> 87

<211>97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 87

ugugaucacu gucuccagcc ugcugaagcu cagagggcuc ugauucagaa agaucaucgg 60
auccgucuga gcuuggcugg ucggaagucu caucaug 97

<210> 88

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 88

ugagcuguug gauucggggc cguagcacug ucugagaggu uvacauuucu cacagugaac 60
€ggucucuuu uucagcugcu uc 82

<210> 89

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 89

ugugcagugg gaagygggygc cgauacacug uacgagagug aguagcaggu cucacaguga 60
accggucucu uucccuacug uguc 84

<210> 90

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 90

ugcccuucgc gaaucuuuuu gcggucuggg cuugcuguac auaacucaau agccggaagc 60
ccuuacccca aaaagcauuu gcggagggcg 90

<210>91

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 91

UgCUgCUgge C€agagcucuyu uucacauugu gcuacugucu gcaccuguca cuagcagugc 60
aauguuaaaa gggcauuggc cguguagug 89

<210> 92

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 92

ggccugeccg acacucuuuc ccuguugcac uacuauagge cgcugggaag cagugcaaug 60
augaaagggc aucggucagg uc

<210> 93

<211>101

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 93

CCQCeeeege gucuccaggg caaccguggc uuucgauugu uacuguggga acuggaggua 60
acagucuaca gccauggucg ccccgcagca cgcccacgcg ¢ 01

<210> 94

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 94

acaaugcuul gcuagagcug guaaaaugga accaaaucgc cucuucaaug gauuuggucc 60
ccuucaacca gcuguagcua ugcauuga

<210> 95

<211> 102

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 95

gggagccaaa ugcuuugcua gagcugguaa aauggaacca aaucgacugu ccaauggauu 60
Ugguccccuu caaccageug vagcugugea uugauggege ¢g 102

<210> 96
<211> 119
<212> ARN
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<213> Homo sapiens
<400>96

ccucagaaga aagaugcccc cugcucuggc uggucaaacg gaaccaaguc cgucuuccug 60
agagguuugg uccccuucaa ccagcuacag cagggcugge aaugcccagu ccuuggaga 119

<210> 97

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 97

cagggugugu gacugguuga ccagaggggc augcacugug uucacccugu gggecaccua 60
gucaccaacc cuc 73

<210> 98

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 98

aggccucgcu guucucuaug gcuuuuuauu ccuaugugau ucuacugcuc acucauvauag 60
gaavuggagc cguggcgcac ggcggggaca 90

<210> 99

<211> 100

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 99

agauvaaauuc acucuagugc uulauggcuu uuuauuccua ugugauagua auaaagucuc 60
auguagggau ggaagccaug aaauacauug ugaaaaauca 100

<210> 100

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 100

cacucugcug uggccuaugg cuuuucauuc cuaugugauu gcugucccaa acucauguag 60
ggcuaaaagc caugggcuac agugaggggc gagcucc 97

<210> 101

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 101

ugagcccucg gaggacucca uuuguuuuga ugauggauuc uuaugcucca ucaucgucuc 60
aaaugagucu ucagaggguu cu 82

<210> 102
<211>102
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 102

gguccucuga cucucuucgg ugacggguau ucuugggugg auaauacgga uuacguuguu 60
auugcuuaag aavacgcgua gucgaggaga guaccagegg ca 102

<210> 103

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 103

cguugcugca gcugguguug ugaaucagge cgacgagcag cgcauccucu uaccceggeua 60
ubucacgaca ccaggguugc auca 84

<210> 104

<211>99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 104

cccuggcaug gugudguggyg gcagcuggug uugugaauca ggccguugec aaucagagaa 60
cggcuacuuc acaacaccag ggccacacca cacuacagg 99

<210> 105

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 105

guguauucua cagugcacgu gucuccagug uggcucggag gcuggagacqg cggcccuguu 60
ggaguaac 68

<210> 106
<211>100

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 106

ugugucucuc ucuguguccu gccagugguu usacccuaug guagguuacg ucaugcuguu 60
cuaccacagg guagaaccac ggacaggaua ccggggcacc 100

<210> 107

<211>95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 107

cggcecggcce uggguccaud uuccaguaca guguuggaug gucuaauugu gaagcuccua 60
acacugucug guaaagaugg cucccgggug gguuc 95

<210> 108
<211>87
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 108

gacagugcag ucacccauaa aguagaaagc acuacuaaca gcacuggagg guguaguguu 60
uccuacuuua uggaugagug uacugug ’ 87

<210> 109

<211> 106

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 109

gcgcagegec cugucuccca gecugaggug cagugcugca ucucugguca guugggaguc 60
ugagaugaag cacuguagcu caggaagaga gaaguuguuc ugcagce 106

<210> 110

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 110

uggggcccug gcugggauau caucauauac uguaaguuug cgaugagaca cuacaguaua 60
gaugauguac uaguccggge accccc

<210> 111

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 111

Caccuugucc ucacggucca guuuucccag gaaucccuua gaugcuaaga uggggauucc 60
uggaaauacu guucuugagg ucaugguu 88

<210> 112

<211> 99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 112

ccgaugugua uccucagcuu ugagaacuga auuccauggg uugugucagu gucagaccuc 60
ugaaauucag uucuucagcu gggauaucuc ugucaucgu 99

<210> 113

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 113

aaucuaaaga Caacauuucu gcacacacac cagacuaugg aagccagugu guggaaaugc 60
vucugcuaga uu

<210> 114
<211> 68
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 114

gaggcaaagu ucugagacac uccgacucug aguaugauag aagucagugc acuacagaac 60
uuugucuc 68

<210> 115

<211>99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 115

caagcacgau uagcauuuga ggugaaguuc uguvawvacac ucaggcugug gcucucugaa 60
agucagugca ucacagaacu uugucucgaa agcuuucua 99

<210> 116

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 116

gccggegece gagcucugge uccgugucuu cacucccgug cuuguccgag gagggaggga 60
gggacggggg cugugcuggg gcagcugga 89

<210> 117

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 117

CUCCCCaUgg CCCUguUCUCe caacccuugu accagugcug ggcucagacc cugguacagg 60
ccugggggac agggaccugg ggac 84

<210> 118

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 118

UUUCCUQCCC ucgaggagcu cacagucuag uaugucucau ccccuacuag acugaagcuc 60
cuugaggaca gggaugguca uacucaccuc 90

<210>119

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 119

UguUCCCCCCce ggeccagguu cugugauaca cuccgacucg ggcucuggag cagucaguge 60
augacagaac uugggcccgg aaggacc 87

<210> 120
<211>90
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 120

cucacagcug ccagugucau uuuugugauc ugcagcuagu auucucacuc caguugcaua 60
gucacaaaag ugauvcauugg cagguguggc 90

<210> 121

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 121

agcgguggec agugucauvuu uugugauguu gcagcuagua auvaugagccc aguugcauag 60
ucacaaaagu gaucauugga aacugug 87

<210> 122

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 122

gugguacuug aagauagguu auccguguug ccuucgcuuu auuugugacg aaucauacac 60
gguugaccua uuuuucagua ccaa 84

<210> 123

<211> 65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 123

cuguuaaugc uaaucgugau agggguuuuu gccuccaacu gacuccuaca uauuagcauu 60
aacag

<210> 124
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 124

agaagggcua ucaggccage cuucagagga cuccaaggaa cauucaacge ugucggugag 60
ulugggauuu gaaaaaacca cugaccguug acuguaccuu gggguccuua 110

<210> 125
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 125

ccugugcaga gauuauuuuu Uaaaagguca caaucaacau ucauugcugu cgguggguug 60
aacugugugg acaagcucac ugaacaauga augcaacugu ggccccgcuu 110

<210> 126
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 126
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cggaaaauuu gccaaggguu ugggggaaca uucaaccugu cggugaguuu gggcageuca 60
ggcaaaccau cgaccguuga guggacccug aggccuggaa uugccauccu

<210> 127

<211>89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 127

cugauggcug cacucaacau ucauugcugu <gguggguuu gagucugaau caacucacug 60
aucaaugaau gcaaacugcg gaccaaaca

<210> 128

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 128

gagcugcuug CCUCCCCCCg uuuuuggcaa ugguagaacu cacacuggug agguaacagg 60
auccgguggu ucuagacuug ccaacuaugg ggcgaggacu cagccggcac 110

<210> 129
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 129

ccgcagagug ugacuccugu ucuguguaug gcacugguag aauucacugu gaacagucuc 60
agucagugaa uuaccgaagg gccauaaaca gagcagagac agauccacga 110

<210> 130

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 130

ccagucacgu ccccuuauca cuuuuccage ccagcuuugu gacuguaagu guuggacgga 60
gaacugauaa ggguagguga uuga 84

<210> 131

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 131

agggggcgag ggauuggaga gaaaggcagu uccugauggu ccccucccca ggggcuggcu 60
uuccucuggu ccuucccucc ca 82

<210> 132

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 132
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ugcuuguaac uuuccaaaga auuCuccuuu Uugggcuuucu gguuuuauuu uaagcccaaa 60
ggugaauuuu uugggaaguu ugagcu 86

<210> 133
<211>109

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 133

ggucgggcuc accaugacac agugugagac cucgggcuac aacacaggac ccgggcgecug 60
CUCUgaccee ucgugucuug uguugcagec ggagggacgc agguccgca 109

<210> 134

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 134

ugcucccUCU cucacauccc yugcauggug gagggugagc uuucugaaaa ccccucccac 60
augcaggguu ugcaggaugg cgagcc 86

<210> 135

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 135

ugcagygccuc ugugugauau guuugauava uuagguuguu auvuuaaucca acuauvauauc 60
aaacalauuc cliacaguguc uugcc 85

<210> 136

<211>92

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 136

cggcuggaca gcgggcaacg gaaucccaaa agcagCuguu gucuccagag cauuccageu 60
gcgcuuggau uucguccccu gcucuccuge cu

<210> 137
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 137

gccgagaccg agugcacagyg gcucugaccu augaauugac agcecagugcu cucgucucce 60
cucuggcugc caauuccaua ggucacaggu auguucgccu caaugccage 110

<210> 138

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 138
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cgaggauggg agcugagggc ugggucuuug cgggcgagau gagggugucyg gaucaacugg 60
ccuacaaagu cccaguucuc ggcccccg

<210> 139

<211>85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 139

augguguuau caaguguaac agcaacucca uguggacugu guaccaauuu ccaguggaga 60
ugcuguuacu uuugaugguu accaa 85

<210> 140

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 140

ugguucccge ccccuguaac agcaacucca uguggaagug cccacugguu ccagugggge 60
ugcuguuauc uggggcgagg gccag 85

<210> 141

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 141

agcuucccug gcucuageag cacagaaaua uuggcacagg gaagegaguc ugccaauauu 60
ggcugugcug cuccaggcag gguggug 87

<210> 142

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 142

gugaauuvagg uaguuucauvg uuguugggce uggguuucug aacacaacaa cauuaaacca 60
¢ccgauucac 70

<210> 143
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 143

ugcucgcuca gcugaucugu ggcuuaggua guuucauguu guugggauug aguuuugaac 60
ucggcaacaa gaaacugccu gaguuacauc agucgguuuu cgucgaggoc

<210> 144

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 144
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ggcugugecg gguagagagg gcagugggag guaagagcuc uucacccuuc accaccuucu 60
ccacccagca uggec 75

<210> 145

<211> 62

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 145

ucauuggucc agaggggaga uagguuccug Ugaluuuucc uucuucucua uagaauaaau gg
ga

<210> 146

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 146

gccaacccag uguucagacu accuguucag gaggcucuca auguguacag uagucugcac 60
auvugguuagg c 71

<210> 147
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 147

aggaagcuuc uggagauccu gcuccgucge cccaguguuc agacuaccug uucaggacaa 60
ugccguugua caguagucug cacauugguu agacugggca agggagagca 110

<210> 148
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 148

ccagaggaca CCuCCacucc gucuacccag uguuuagacu aucuguucag gacucccaaa 60
uuglacagua gucugcacau ugguuaggcu gggcuggguu agacccucgg

<210> 149

<211>95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 149

CCagcucgygyg cagccgugge caucuuacug ggcagcauug gauggaguca ggucucuaau 60
acugccuggu aaugaugacg gcggageccu geacg a5

<210> 150

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 150
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CCCucgucuu acccagcagu guuugggugc gguugggagu cucuaauacu gcocggguaau 60
gauggagg 68

<210> 151

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 151

C€CQggecccu gugagcaucu uaccggacag ugcuggauuu cccagcuuga cucuaacacu 60
gucugguaac gauguucaaa ggugacccgce 90

<210> 152
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 152

guguugggga cucgcgcgcu ggguccagug guucuuaaca guucaacagu ucuguagcege 60
aalugugaaa uguluaggac cacuagaccc ggeggygcgcg gcgacagega 110

<210> 153
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 153

ggcuacaguc uuucuucaug Ugacucgugg acuucccuuu gucauccuau gccugagaau 60
ataugaagga ggcugggaag gcaaagggac guucaauugu caucacuggc 110

<210> 154
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 154

aaagauccuc agacaaucca ugugcuucuc uuguccuuca uuccaccgga gucugucuca 60
uacccaacca gauuucagug gagugaaguu caggaggcau ggagcugaca

<210> 155

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 155

ugcuucccga ggecacauge uucuuuavau ccccauaugg auvacuuuge vauggaaugu 60
aaggaagugu gugguuucgg caagug 86

<210> 156

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 156
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ugacgggcga gcuuuuggcc cggguuauac cugaugcuca cguauaagac gagcaaaaag 60
cuuguugguce a

<210> 157

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 157

acccggcagu gccuccagge gcagggcagc cccugcccac cgcacacugc gcugccccag 60
acccacugug cgugugacag cggcugaucu gugocuggge agegegacce 110

<210> 158
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 158

Ucaccuggece augugacuug ugggceuucce uuugucauce uucgecuagg gcoucugagea 60
gggcagggac agcaaagggg ugcucaguug ucacuuccca cagcacggag 110

<210> 159
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 159

€gggygcaccc c€gcccggaca geygcgccgge accuuggouc uagacugcuu acugeccggg 60
ccgeccucag uaacagucuc €agucacgge Caccgacgcc uggocecged 11

<210> 160
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 160

ugaguuuuga gguugcuuca gugaacauuc aacgcugucg gugaguuugg aauuaaaauc 60
aaaaccaucg accguugauu guacccuaug gouaaccauc aucuacucca 110

<210> 161
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 161

ggccuggcug gacagaguug ucaugugucu gccugucuac acuugcugug cagaacaucc 60
gcucaccugu acagcaggca cagacaggca gucacaugac aacccagccu 110

<210> 162

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 162
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aucauucaga aaugguauac aggaaaauga ccluaugaauu gacagacaau auagcugagu 60
uugucuguca uuucuuuagg ccaauauucl guaugacugu gcuacuucaa 11

<210> 163

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 163

gauggcugug aguuggcuua aucucagcug gcaacuguga gauguucaua caaucccuca 60
caguggucuc ugggauuaug cuaaacagag caauuuccua gcccucacga 110

<210> 164

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 164

aguauvaauua uuacauvaguu uuugaugucg cagauacugc aucaggaacu gauuggauaa 60
gaaucaguca ccaucagluc cuaaugcauu gccuucagca ucuaaacaag 110

<210> 165

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 165

gugauaaugu agcgagauuy ucuguugugc uugaucuaac caugugguug cgagguauga 60
guaaaacaug guuccgucaa gcaccaugga acgucacgca gcuuucuaca 110

<210> 166
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 166

gaccagucgc ugcggggcuu uccuuugugc uugaucuaac cauguggugg aacgauggaa 60
acggaacaug guucugucaa gcaccgogga aageaccgug cucuccugca 11

<210> 167

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 167

c€Cgcceccggg CCgeggeuce ugauugucca aacgcaauuc ucgagucuau ggcuccggec 60
gagaguugag ucuggacguc €Cgagccgcc gcccccaaac cucgageggg 110

<210> 168

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 168
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acucaggggc uucgccacug auuguccaaa cgcaauucuu guacgagucyu gcggccaacc 60
gagaauugug gcuggacaucC uguggcugag cuccgag

<210> 169

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 169

gacagugugg cauuguaggg cuccacaccyg uaucugacac uuugggcgag ggcaccauge 60
ugaagguguu caugaugcgg ucugggaacu ccucacggau cuuacugaug 110

<210> 170
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 170

ugaacaucca ggucuggggc augaaccugg cauacaaugu agauuucugu guucguuagg 60
caacagcuac auugucugcu ggguuucagg cuaccudgaa acauguucuc 110

<210> 171
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 171

gcugcuggaa gguguaggua cccucaaugg cucaguagec aguguagauc cugucuuucg 60
uaaucagcag cuacaucugg cuacuggguc ucugauggca ucuucuagcu 110

<210> 172
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 172

Ccuggccucc ugcagugcca cgcuccgugu auuugacaag cugaguugga cacuccaugu 60
gguagagugu caguuuguca aauaccccaa gugeggeaca ugcuuaccag 110

<210> 173

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 173

gggcuuucaa gucacuagug guuccguuua guagaugauu gugcauuguu ucaaaauggu 60
gcccuaguga cuacaaagec ¢

<210> 174

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 174

103



10

15

20

25

30

35

ES 2534301 T3

aggacccuuc €agagggcce CCccucaauc cuguugugec uaauucagag gguugggugg 60
aggcucuccu gaagggcucu 80

<210> 175

<211> 63

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 175

aagaaauggu uvaccguccc acauacauuu ugaauaugua ugugggaugg uaaaccgcuu gg
cuu

<210> 176

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 176

acugcuaacg aaugcucuga cuuuauuygca cuacuguacu uuacagcuag cagugcaaua 60
guauugucaa agcaucugaa agcagg

<210> 177

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 177

ccaccacuua aacguggaug uacuugcuuu gaaacuaaag aaguaagugc uuccauguuu 60
uggugaugg

<210> 178

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 178

9CUUCGCUCC CCUCCYCCUU CUCUUCCCYG UUCUUCCCgg agucgggaaa ageuggguug 60
agagggcgaa aaaggaugag gu

<210> 179

<211>59

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 179

Uuggccuccu aagecaggga uuguggguuc gagueseace cgggguaaag aaagacega 53

<210> 180

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 180

uugguacuug gagagaggug guccguggcg cguucgcuuy auuuauggcg cacauuacac 60
ggucgaccuc uuugcaguau cuaauc .13
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<210> 181

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 181

cugacuaugc cuccccgcau ccccuaggge auugguguaa agcuggagac ccacugeccc 60
aggugcugcu ggggguugua guc

<210> 182

<211> 95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 182

cucaucCuguc uguugggceuyg gaggcaggge cuuugugaag gcgggugguyg cucagaucge 60
CUCUgGYQYCCC UUCCUCCAge €CCgaggcgg auuca 95

<210> 183

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 183

uggagugyyy gggcaggagyg ggcucaggga gaaagugcau acagececug geccucucug 60
CCCuuccguc cccuy

<210> 184

<211> 94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 184

cuuuggcgau cacugccucyu cugggccugu gucuuaggcu cugcaagauc aaccgagcaa 60
agcacacggc cugcagagag gcagcgcoucu gccc 94

<210> 185

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 185

gaguuugguu uuguuugggu uuguucuagg uaugguccca gggaucccag aucaaaccag 60
gcceccuggge cuauccuaga accaaccuaa gcuc 94

<210> 186

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 186

uguuuugage gggggucaag agcaauaacg aaaaauguuu gucauaaace guuuuucauu 60
auugcuccug accuccucuc auuugcuaua uuca 94
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<210> 187

<211> 93

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 187

guagucagua guuggggggu gggaacggcu ucauacagga guugaugcac aguuauccag 60
cuccuauaug augccuuucu ucauccccuu caa 93

<210> 188

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 188

ucuccaacaa uauccuggug cugagugaug acucaggcga cuccagcauc agugauuuug 60
uugaaga 67

<210> 189

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 189

€ggggcggee geucucccug uccuccagga gcucacgugu gecugccugu gagegecucy 60
acgacagagce cggcgecuge ¢ccagugucu gcge 94

<210> 190

<211> 95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 190

uuguaccugg ugugauuaua aagcaavgag acugauuguc auaugucguu ugugggaucc 60
gucucaguua cuuvauagcc auvaccuggua ucuua a5

<210>191

<211> 99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 191

gaaacugggc ucaaggugag gggugcuauc ugugauugag ggacaugguu aauggaauug 60
ucucacacag aaaucgcace cgucaccuug gcocuacuua 99

<210> 192

<211> 77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 192

gcuugggaca cavacuucuu uavaugccca uaugaaccug cuaagcuaug gaauguaaag 60
aaguauguau uucaggc 77

<210>193
<211>72
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 193

ucagagcaca vacuucCuuua Uguacccaua ugaacauuca gugcuaugga auguaaagaa 60

guauguauuu ug

<210> 194

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 194

ccaggcugag guaguaguuu guacaguuug agggucuaug auvaccacccg guacaggaga gO

uaacuguaca ggccacugcc uugdccagg

<210> 195

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 195

cuggcugagg vaguaguuug ugcuguuggu cggguuguga cauugoccge uguggagaua gO

acugcgcaag cuacugccuu geuag

<210> 196

<211> 103

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 196

aauggguucc uaggaagagg uaguagguug cauaguuuua gggcagagau uuugcccaca 60
aggaguuaac uauacgaccu gcugccuuuc uuagggccuu auu

<210> 197

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 197

uucacugugg gaugagguag uagguuguau aguuubuaggg ucacacccac cacugggaga 82

-

uaacuauaca aucuacugucC uuuccuaagg ugau

<210> 198

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 198

cugcauguuc ccagguugag guaguagguu guauvaguuua gaguuacauc aagggagauva gg

acuguacagc cuccuagcuu uccuugggac uugeac

<210> 199

<211>85

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 199

gcagggugag guaguagguu gugugguuuc agggcaguga uguugccccu ccgaagauaa 60
Cuauacaacc uacugccuuc ccuga 85

<210> 200

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 200

ugugugcauc cggguugagg uaguagguug uaugguuuag aguuacaccc ugggaguuaa 60
cuguacaac¢ uucuagcuuu ccuuggagca cacu 94

<210> 201

<211> 95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 201

acggccuuug gggugaggua guagguugua ugguuuuggg cucugecccg cucugcggua 60
acuauacaau cuacugucuu uccugaagug gccgce 95

<210> 202

<211>93

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 202

CgCygCcCcccce ggacugaggu aggagguugu avaguugagg aagacacccg aggagaucac 60
uauvacggccu ccuagcuuuc cccaggcuge gec 93

<210> 203

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 203

aucagaguga gguaguagau uguauaguug ugggguagug auuuuacccu guuuaggaga 60
uaaclauaca aucvauugcc uucccugag 89

<210> 204

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 204

ugugggauga gguaguagau uguauaguuu uvagggucaua ccccaucuug gagauaacua 60
uacagucuac ugucuuuccc acg 83

<210> 205
<211>108

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 205

108



10

15

20

25

30

35

ES 2534301 T3

uuggauguug gccuaguucy guguggaaga cuagugautu uguuguuuuu agauvaacuaa 60
aacgacaaca aaucacaguc ugccauvaugg cacaggccac cucuacag 108

<210> 206

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 206

ggucgggeca gecccguuug gaagacuagu gauuuuguug uugugucucu guauccaaca 60
acaaguccca gucugccaca uggugcuggu cauuuca 97

<210> 207

<211> 111

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 207

aggagcggag uacgugagec agugcuaugu ggaagacuug ugauuuuguu guucugauau 60
gavaugacaa caagucacag ccagccucau agcguggacu ccuaucaccu u 111

<210> 208

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 208

guuguuaucu Uugguuaucu agcuguauga guguauuggu cuucauaaag cuagauaacc 60
gaaaguaaaa ac

<210> 209

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 209

Cgggguuggu uguuaucuuy gguuaucuag cuguaugagu gguguggagu cuucauaaag o0
cuagauaacC gaaaguaaaa auaafccca 89

<210> 210

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 210

ggaggcccgu uucucucuud gguuaucuag cuguaugagu gccacagage cgucauaaag 60
cuagauaacc gaaaguagaa augacucuca 9

<210> 211

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 211

vavauacccu guagaaccga auuugugugg vacccacaua gucacagauu cgauucuagg 60
ggaauvaua 68
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<210> 212

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 212

gaucugucug ucuucuguau auacccugua gauccdaauu uguguaagga auuuuguggu 60
cacaaauucg uaucuagggg aauauguagu ugacallaaac acuccgeuca 110

<210> 213

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 213

gaccugucug ucuucuguau auacccugua gauccgaauu uguguaagga auuuuguggu 60
cacaaauucg uaucuagggg aauauguagu ugacauaaac acuccgcuca 110

<210> 214

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 214

cuguagcagc acaucauggu uuacauvacua Cagucaagau Jgcgaaucauu auduugcugcu 60
cuag 64

<210> 215

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 215

cccuuggagu aaaguagcag cacauaaugg uuuguggaug vugaaaaggu gcaggccaua 60
cugugcugcc ucaaaauvaca agga 84

<210> 216

<211> 93

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 216

augucagcgg ugccuuagca gcacguaaau auuggcguua agauucugaa auuvaccucca 60
guauugacug ugcugcugaa guaagguugg caa a3

<210> 217

<211> 95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 217

caugcuuguu ccacucuagc agcacguaaa vauuggcgua gugaaauaaa uauvuaaacac 60
caauauvauu gugcugcuuu agugugacag ggaua a5

<210> 218
<211> 84
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 218

gucagaauaa ugucaaagug cuuacagugc agguagugau gugugcaucu acugcaguga 60
gggcacuugu agcauuauge ugac 84

<210> 219

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 219

ugcgugcuuu Luguucuaag gugcaucuag ugcagauagu gaaguagacu agcaucuacu 60
gcccuaagug Cuccuucugg cauaagaagu uauguc 96

<210> 220

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 220

acuuacgauu aguuuugcag auuugcaguu cagcguavau gugaavauau ggcugugcaa 60
auccaugcaa aacugauugu ggga 84

<210> 221

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 221

gcagcccucu guuaguuuug cavaguugca cuacaagaag aauguaguug ugcaaaucua 60
ugcaaaacug augguggccu gc 82

<210> 222

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 222

cacuggucua ugguuaguuu ugcagguuug cauccagcug uvauvaauvauuc ugcugugcaa 60
auccaugcaa aacugacugu gguggug 87

<210> 223

<211> 107

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 223

gugugaugug acagcuucug uagcacuaaa gugcuuauag ugcagguagu guguagccau 60
cuacugcauu acgagcacuu aaaguacugc cagcuguaga acuccag 107

<210> 224
<211>92
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 224

uguaccaccu ugucggauag cuuaucagac ugauguugac uguugaaucu cauggcaaca 60
gcagucgaug ggcugucuga cauuuuggua uc 92

<210> 225

<211> 95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 225

accuggcuga gccgeaguag uucuucagug gcaagcuuua uguccugace cagcuaaage 60
ugccaguuga agaacuguug cccucugcce cuggce 95

<210> 226

<211>74

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 226

ggcugcuugg guuccuggca ugcugauuug ugacuugaga uuaaaaucac auugcecaggg 60
auvaccacqgc aacc

<210> 227

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 227

cggacggcug ggguuccugyg ggaugggauu ugaugccagu cacaaaucac auugccaggg 60
auuuccaacu gaccc _ 75

<210> 228

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 228

cuccggugee uacugagcug avaucaguuc ucauuucaca cacuggcuca guucagcagg 60
aacaggag 68

<210> 229

<211> 107

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 229

gCCUCUCUCC ggQCuCcgee UCCcCgugecu acugagcuga aacaguugau uccagugcac 60
uggcucaguu cagcaggaac aggaguccag cccccuagga gcuggcea 107

<210> 230
<211> 84
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 230

ggccaguguu gagaggegga gacuugggca auugcuggac geugeccugg gcauugeacu 60
ugucucgguc ugacagugce ggcc 84

<210> 231

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 231

aaggccgugg ccucguucaa guaauccagg auaggcugug caggucccaa ggggecuauu 60
cuugguuacu ugcacgggga cgcgggecug 90

<210> 232

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 232

ugcccgggac ccaguucaag uaauucagga wagguugugg ugcugaccag ccuguucucc 60
auuacuuggc ucgggggccyg gugcc

<210> 233

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 233

ggcugcggcu ggauucaagu aauccaggau aggcuguguc cguccaugag gccuguucuu 60
gauuacuugu uucuggaggc agcyg 84

<210> 234

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 234

aggugcagag cuuagcugau uggugaacag ugauugguuu ccgcuuuguu cacaguggcu 60
aaguucugca ccu 73

<210> 235

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 235

uggccugagg agcagggcuu agcugcuugu gagcaagguc cacagcaaag ucguguucac 60
aguggcuaag uuccgccccc uggaccce 87

<210> 236
<211> 86
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 236

ggucccuacc uucaaggage ucacagucua uugaguugcc uuucugauuc ucccacuaga 60
uugugagcug cuggagggca ggcacu 86

<210> 237

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 237

aggaagcugg uuucavaugg ugguuuagau uuaaauagug auugucuagc accauuugaa 60
aucaguguuc u

<210> 238

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 238

accccuuaga ggaugacuga uuucuuuugg uguucagagu caauagaauu uucuagcacc 60
aucugaaauc gguuauaaug auugggga

<210> 239

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 239

aucucuuaca caggcugacc gauuucuccu gguguucaga gucuguuuuu gucuagcacc 60
auuugaaauc gguuaugaug uaggggga

<210> 240

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 240

cUuucuggaag cugguuucac augguggcuu agauuuuucc aucuuuguau cuagcaccau 60
wugaaaucag uguuuuagga g 81

<210> 241

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 241

gcgacuguaa acauccucga cuggaagcug ugaagccaca aaugggcuuu cagucggaug 60
uuugcagcug ¢

<210> 242
<211>60
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 242

auguaaacau ccuacaclca geugucauac augeguugge ugggaugugg auguuuacgu 60

<210> 243

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 243

cuguaaacau ccuugacugg aagcuguaag guguugagag gagcuuucag ucggauguuu 60

acag 64

<210> 244

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 244

accauguugu agugugugua aacauccuac acucucagcu gugagcucaa gguggcuggg 60
agaggguugu uuacuccuuc ugccaugga 89

<210> 245

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 245

gagugacaga uauuguaaac auccuacacu cucagcugug aaaaguaaga aagcugggag 60
aaggcugulu acucucucug ccuu 84

<210> 246

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 246

aagucugugu cuguaaacau ccccgacugg aagcuguaag ccacagccaa gcuuucaguc 60
agauguuugc ugcuacuggc uc

<210> 247

<211> 106

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 247

ugcuccugua acucggaacu ggagaggagg caagaugcug gcauagcugu ugaacugaga 60
accugcuaug ccaacauauu gccaucuuuc cugucugaca gcageu 106

<210> 248
<211>70
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 248

ggagauauug cacauuacua aguugcaugu Ugucacggcc ucaaugcaau uuagugugug 60
ugavauuuuc 70

<210> 249

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 249

cuguggugca uuguaguugc auvugcauguu cuggcaauac cugugcaaug uuuccacagu 60
gcaucacygg 69

<210> 250

<211> 77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 250

agucuaguua cuaggcagug uaguuagcug auugcuaaua guaccaauca cuaaccacac 60

agccagguaa aaagacu 77

<210> 251

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 251

gugcucgguu uguaggcagu guaauuagcu gauuguagug cggugcugac aaucacuaac 60
uccacugcca ucaaaacaag gcac 84

<210> 252

<211> 102

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 252

ccagcuguga guaauucuud ggcagugucu uagcugguug uugugaguau uagcuaagga 60
agcaaucagc aaguauvacug cccuagaagu gcugcacauu gu 102

<210> 253

<211>91

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 253

ugcccauuca uccacaggug gggauuggug gcauuacuug uguuagauau aaaguauugce 60
acuugucccg gccugaggaa gaaagagggu u 91
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<210> 254

<211>80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 254

cuuuCuacac agguugggau uugucgcaau gcuguguuuc ucuguauggu auugcacuug 60
ucccggecug uugaguuugg 80

<210> 255

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 255

agucauggog gcuccaaagu gcuguucgug cagguagugu aauuaccuga ccuacugcuda 60
agcuagcacu ucccgagecce ccaggaca 38

<210> 256

<211> 106

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 256

ccaguaccau cugcuuggec gauuuuggca cuagcacauu uuugcuugug ucucuccgcu 60
gugagcaauc auguguagug ccaauauggg aaaagcgggc ugcugce 106

<210> 257

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 257

gugagguagu aaguuguauu guuguggggu agggauuuua ggccccagua agaagauaac 60

Uauacaacuu acuacuuuce 80

<210> 258

<211> 65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 258

cauaaacccg uagauccgau cuugugguga aguggaccge gcaageucgu uucuaugggu 60
cugug

<210> 259

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 259

ggcacccacc cguagaaccg accuugcggg gccuucgccg cacacaagcu cgugucugug 60
gguccguguc 70
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<210> 260

<211>80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 260

ccuguugcca caaacccgua gauccgaacu ugugcugauu cugcacacaa geuugugucu 60
auagguaugu gucuguuagg 80

<210> 261

<211> 57

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 261

ucagulalca cagugcugal geuguccaul cuaaagguac aguacuguga uaacuga 57

<210> 262

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 262

aucugagacu gaacugcccu uuuucgguua ucaugguacc gaugcuguag cucugaaagg 60
uvacaguacug ugauagcuga agaauggcgg ugccauc 97

<210> 263

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 263

uucuuacugec CCucggcuuc uuuacagugc ugccuuguug cauauggauc aagcagcauu 60
guacagggcu augaaggcau ugagac 86

<210> 264

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 264

gucuuCgugc UUUCagCUUC uuuacagugc ugccuuguag cauucagguc aagcagcauu 60
guacagggcu augaaagaac caagaa 86

<210> 265

<211> 65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 265

augucaaagu gcuaacagug cagguagcuu uuugaguucu acugcagugc cagcacuucu Eg
uacau

<210> 266
<211> 82
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 266

ccugcuggga cubaaagugcu gacagugcag auaguggucc ucucugugcu accgcacugu 60
ggguacuugc ugcuccagca gg 82

<210> 267

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 267

uucucugugc uuucagcuuc uduacagugu ugccuugugg cauggaguuc aagcagcauu 60
guacagggcu aucaaagcac agagagc 87

<210> 268

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 268

agcuguggag ugugacaaug guguuugugu ccaaaccauc aaacgccauu aucacacuaa 60
auagcu 66

<210> 269

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 269

cucugcgugu ucacagcgga ccuugauuua augucuauac aauuaaggca cgcggugaau 60
gccaagag 68

<210> 270

<211>85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 270

aggccucucu cuccguguuc acagcggacc uugauuuaaa uguccauaca auvuaaggcac 60
gcggugaaug ccaagaaugyg ggcug 85

<210> 271

<211> 109

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 271

aucaagauca gagacucugc ucuccguguu cacagcggac cuugauuuaa ugucauvacaa 60
uvaaggcacg <ggugaaugc caagagcgga gccuacggcou gcacuugaa 109

<210> 272
<211> 68
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400>272

cugggucccu gagacccuuu aaccugugag gacguccagg gucacaggug agguucuugg 60
gagccugyg 68

<210> 273

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 273

gccuaguccce ugagacccua acuugugagg uauuuuagua acaucacaag ucagguucuu 60
gggaccuagq ¢

<210> 274

<211>77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 274

UgCgeUCCee ucagucccug agacccuaac uugugauguu uaccguuuaa auccacgggu 60
uaggcucuug ggagcug

<210> 275

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 275

ugacagcaca uuauuacuuu ugguacgcgc ugugacacuu caaacucgua ccgugaguaa 60
vaaugcgcegg uca 73

<210> 276

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 276

ccagccugcu gaagcucaga gggcucugau ucagaaagau caucggaucc gucugagcuu 60
ggcuggucgg 70

<210> 277

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 277

guuggauucg gggccguage acugucugag agguuuacau uucucacagu gaaccggucu 60
cuduuucagce 70

<210> 278
<211>76
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 278

cagugggaag gggggccgau gcacuguaag agagugagua gcaggucuca cagugaaccg 60
gucucuuucc cuacug 76

<210> 279

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 279

uggaucuuuy ugcggucugg gclugcuguu cucucgacag uagucaggaa geccuuacce 60
caaaaaguau cua 73

<210> 280

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 280

UQCCUUUCYC gaaucuuuuu gcggucuggg Cuugcuguac auvaacucaau agccggaage 60
ccuvacccca aaaagcauuc gcggagggcd 90

<210> 281

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 281

gagcucuuuu cacauugugc uacugucuaa cguguaccga gcagugcaau guuaaaaggg 20
cauc

<210> 282

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 282

ggcuuguugg acacucuuuc ccuguugcac uacugugggc cucugggaag cagugcaaug 60
augaaagggc aucugucggg cc 82

<210> 283

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 283

gggcaaccgu ggcuuucgau uguuacugug ggaaccggag guaacagucu acagccaugg 60
ucgccce 6b

<210> 284

<211> 68
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 284

gcuaaagcug guaaaaugga accaaaucgc cucuucaaug gauuuggucc ccuucaacca 60
gcuguagc 68

<210> 285

<211> 104

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 285

agaagccaaa ugcuuugcug aagcugguaa aauggaacca aaucagcugu uggauggauu 60
ugguccccuu caaccagoug uvagcugcgeca uugaucacgc cgca 104

<210> 286

<211> 119

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 286

ccuccaaagg gaguggcccc cugcucugge uggucaaacyg gaaccaaguc cgucuuccug 60
agagguuugg uccccuucaa ccagcuacag cagggcuggc aaagcucaau auuuggaga 119

<210> 287

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 287

agggugugug acugguugac cagaggggcg ugcacucugu ucacccugug ggccaccuag 60
ucaccaaccc u 71

<210> 288

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400>288

aggccucacu guucucuaug gcuuuubauu ccuaugugau ucuauugouc gcucauvauag 60
ggauuggagc cguggcguac ggugaggaua

<210> 289

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 289

cgcucugcug uggccuaugg Cuuuucauuc cuaugugauu gcugcuccga acucauguag 60
ggcuaaaagc caugggcuac agugagggge aagcucc 97

<210> 290
<211> 100
<212> ARN
<213> Homo sapiens
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<400> 290

agauaaauuc acucuagugc uuuauggcuu uuldauuccua ugugaucgua auaaagucuc 60
auguagggau ggaagccaug aaauacauug ugaaaauuca 100

<210> 291

<211> 62

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 291

gaggacucca uuuguuulga ugauggauuc uuaagcucca ucaucgucuc aaaugagucu 60
uc 62

<210> 292

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 292

cuucggugac ggguauucuu ggguggauvaa uacggauuvac guuguuauug cuuaagaaua 60
cgcguagucy agg 73

<210> 293

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 293

cagcuggugu ugugaaucag gccgacgagc agegcauccy cuuacccgge uauuucacga 60
caccaggguu g 71

<210> 294

<211> 99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 294

cucuagcaug guguuguggg acagcuggug uugugaauca ggccguuges aaucagagaa 60
cggcuacuuc acaacaccag ggccacacug cacugcaag 99

<210> 295

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 295

guguauucua €agugcacgu gucuccagug uggcucggag gcuggagacg cggcccuguu 60
ggaguaac 68

<210> 296
<211>70
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 296

ccugccagug guuuuacccu augguagguu acgucaugcu guucuaccac aggguagaac 60
cacggacagg 70

<210> 297

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 297

ggguccaucu uccagugcag uguuggaugg uugaaguaug aagcuccuaa cacugucugg 60
uaaagauggc cc 72

<210> 298

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 298

acccavaaag uagaaagcac uacuaacagc acuggagggu guaguguuuc cuacuuuaug gg
gaug

<210> 299

<211> 63

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 299

ccugaggugc agugcugcau cucuggucag uugggagucy gagaugaagc acuguageuc gg
agg

<210> 300

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 300

ggcugggava ucaucauaua cuguaaguuu gugaugagac acuacaguau agaugaugua 60
cuaguc 66

<210> 301

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 301

cucacggucc aguuuuccca ggaaucccuu ggaugcuaag auggggauuc cuggaaauwac 60
uguucuugag 70

<210> 302

<211> 65

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 302

agcucugaga acugaauucc auggguuava ucaaugucag accugugaaa uucaguucuu 60
cagcu 65

<210> 303

<211>99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 303

agccaguuug gucuuuugag acaaaguucu gagacacucc gacucugagu augauvagaag 60
ucagugcacuy acagaacuuu gucucuagag gcugugguc 99

<210> 304

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 304

ggcucuggcu ccgugucuuc acucccgugu uuguccgagg agggagggag ggacggggge 60
ggugcu 66

<210> 305

<211> 65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 305

CCCUgucucc caacccuugu accagugcug ugcocucagac ccugguacag gocuggggga 20
uaggg

<210> 306

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 306

CCugcccucg aggagcucac agucuaguau gucuccucce uacuagacug aggcuccuug 60
aggacagg 68

<210> 307

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 307

ccgggecuag guucugugau acacuccgac ucgggcucug gagcagucag ugcaugacag 60
aacuugggcec cgg 73

<210> 308

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 308

cggugucauu uuugugacgu ugcagcuagu aauaugagcc caguugcaua gucacaaaag 60
ugaucauug 69

<210> 309

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 309

gaagauaggu uauccguguu gccuucgcuu uauucgugac gaaucauaca cgguugaccu 60
auuuuu 66

<210> 310

<211> 65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 310

cuguuaaugc uaauvugugau agggguuuug gccucugacu gacuccuacc uguuagcauu 60
aacag 65

<210> 311

<211>76

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 311

ccauggaaca uucaacgcug ucggugaguu ugggauucaa aaacaaaaaa accaccgacc 60
guugacugua ccuugg

<210> 312

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 312

aggucacaau caacauucau ugcugucggu ggguugaacu guguagaaaa gcucacugaa 60
caaugaaugc aacuguggcc

<210> 313

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 313

gccaaggguu ugggggaaca uucaaccugu cggugaguuu gggcagcuca gacaaaccau 60
cgaccguuga guggaccccg aggccugga

<210> 314

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 314
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uugauggeug cacucaacau ucauugcugu cgguggguuu gaaugucaac caacucacug 60
aucaaugaau gcaaacugcg ggccaaaaa 89

<210> 315

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 315

accauwuuuug gcaaugguag aacucacacc gguaagguaa ugggacccgg ugguucuaga 60
cuugccaacu auggu 75

<210> 316

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 316

cuguguaugg cacugguaga auucacugug aacagucuca gucagugaau uaccgaaggg 60
c¢cavaaacag 70

<210> 317

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 317

ccuuuccuua ucacuuuucc agccagcuuu gugacucuaa guguuggacg gagaacugau 60
aaggguagg 69

<210> 318

<211> 65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 318

agggauugga gagaaaggca guuccugaug guccccucce aggggcugge uuuccucugg gg
uccuu

<210> 319

<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 319

acuuuccaaa gaauucuccu uuugggcuuu cucauuuuau uuuaageccu aaggugaauu 60
uuuugggaag u 71

<210> 320

<211>61

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 320
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ucaggcuaca acacaggacc cgggcgcuge ucugaccccu cgugucuugu guugcagecg gg
9

<210> 321

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 321

Ucucacauce cuugcauggu ggagggugag cucucugaaa accccuccca caugeagggu 60
uugcagga 68

<210> 322

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 322

cugugugaua uguuugauvau auuagguugu uauuuaaucc aacuauvavau caagcauauu 60
ccuacag 67

<210> 323

<211>74

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 323

agcgggcaac ggaaucccaa aagcagcugu ugucuccaga gcauuccage ugcacuugga 60
uuUCgUUCCC ugcu 74

<210> 324

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 324

cgugcacagg gcucugaccu augaauugac agecaguacu cuuuucucuc cucuggcuge 60
caauuccaua ggucacaggu auguucace 89

<210> 325

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 325

gagagcuggg ucuuugcggg caagaugaga gugucaguuc aacuggccua caaaguccca 60
guccuc

<210> 326

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 326
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aucgggugua acagcaacuc cauguggacu gugcucggau uccaguggag cugcuguuac 60
uucugau 67

<210> 327

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 327

guggcuccca cccucuguaa cagcaacucc auguggaagu gcccacuggu uccagugggg 60
cugcuguuau cugggguygge ggcuag 86

<210> 328

<211> 58

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 328

UagCageaca gaaauauugg cauggggaag ugagucugec aauauuggeu gugeugeu 58

<210> 329
<211>102

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 329

ugagccggga cuguugagug aaguagguag uuucauguug uugggccugg cuuucugaac 60
acaacgacau caaaccacCcu gauucauggc aguuacugcu uc 102

<210> 330

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 330

agcugaucug uggcuuaggu aguuucaugu uguugggauu gaguuuugaa cucggcaaca 60
agaaacugcc ugaguuacau caguc 85

<210> 331

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 331

gccaucccag uguucagacu accuguucag gaggcuggga cauguacagu agucugcaca 60
uugguuaggc 70

<210> 332
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 332
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Uggaagcuuc aggagauccu gcuccgucgc Cccaguguuc agacuaccug uucaggacaa 60
ugccguugua caguagucug cacauugguu agacugggca agggcecagca 110

<210> 333

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 333

ccagaggaua Cccuccacucc gucuacccag uguuuagacu accuguucag gacucccaaa 60
uuguacagua gucugcacau ugguuaggcu gggcuggguu agacccucgg 110

<210> 334

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 334

gccguggeca ucuuacuggg cagcauugga uagugucuga ucucuaauac ugccugguaa 60
ugaugacggc 70

<210> 335

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 335

cugggccucu gugggcaucu uaccggacag ugcuggauuu cuuggcuuga cucuaacacu 60
gucugguaac gauguucaaa ggugacccac Q0

<210> 336

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 336

cccucgucuy acccagcagu guuugggougc ugguigggag ucucuaauac ugcecggguaa 60
ugauggagyg 69

<210> 337

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 337

vaccuuacuc aguaaggcau uguucuucua uauuaavaaa ugaacagugc cuuucugugu gg
agggua

<210> 338

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 338

guuccuuuuu ccuaugcaua uacuucuuug uggaucuggu cuaaagaggu auagcgcaug 60
ggaagaugga gc 72

<210> 339

<211>76

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 339

gccuggucca gugguucuug acaguucaac aguucuguag cacaauugug aaauguuuag 60
gaccacuaga cccggc 76

<210> 340

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 340

uggacUUCCC UULQUCAUCC uaugccugag aauauaugaa ggaggcuggg aaggcaaadq 60
gacguuca

<210> 341

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 341

CUCUUGQUCCU ucauuccace ggagucuguc uuaugccaac cagauuucag uggagugaag 60
cucaggag 68

<210> 342

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 342

ccaggccaca ugcuucuuua Lauccucaua gauaucucag cacuauggaa uguaaggaag 60
ugugugguuu ugg 73

<210> 343

<211>79

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 343

aaggcagggg ugaggggcug cgggaggage cgggedgagg cugcggcuug cgeuucuccu 60
ggcucuccuc ccucucuuu 79

<210> 344

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 344

UUCCUULGAC gggugagcuu Yugygcccyyg uuauaccuga cacucacgua uaagacgage 60
aaaaagcuug uuggucagag gag 83

<210> 345
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 345

ccggggeagu coccuccagyge ucaggacage cacugcccac cgcacacuge guugcuccgg 60
acccacugug cgugugacag cggcugaucu gucccuggge agcgcgaacc 110

<210> 346

<211> 106

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 346

Cugcuuggac Cugugaccug ugggcuuccc Uuugucaucc uuugccuagg ccucugagug 60
aggcaaggac agcaaagggg ggcucagugg ucaccucuac ugcaga 106

<210> 347

<211>91

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 347

gggcagcgeg ccggcaccuu ggcucuagac ugcuuacuge €Cgggccgcc uucaguaaca 60
gucuccaguc acggccaccy acgccuggee ¢

<210> 348

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 348

gguugcuuca gugaacauvuc aacgcugucg gugaguuugg aauucaaaua aaaaccaucg 60
accguugauu guacccuaua gcuaacc 87

<210> 349

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 349

ggccuggcug gacagaguug ucaugugucu gecugucuac acuugcugug cagaacaucc 60
gcucaccugl acagcaggca cagacaggca gucacaugac aacccagcocu 11

<210> 350

<211> 112

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 350

agcucucagc aucaacggug uacaggagaa ugaccuauga uuugacagac cgugcagcug 602

uguaugucug ucauucugua qgccaauvauu cuguauguca cugcuacuua aa

<210> 351

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 351

uugguuuaau cucagcuggc aacugugaga ugucccuauc auuccucaca guggucucug ?g

ggauuaugcu aa

<210> 352

<211> 108

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 352

aaacauaguc auuacaguuu uugauguugc agauacugca ucaggaacug acuggauaag 60
acuuaauccc caucaguucc uaaugcauug ccuucagcau cuaaacaa 10

<210> 353
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 353

gaccaguugc cgcggggcuul uccuuugugc uugaucuaac cauguggugg aacgauggaa 60
acggaacaug guucugucaa gcaccgcgga aagcaucgcu cucuccugca

<210> 354
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 354

110

cCgucccggg CCYCggcuce ugauugucca aacgcaauuc ucgagucucu ggcuccggec 600

gagaguugcg ucuggacguc ccgagecgee gececccaaac cucgagyggy

<210> 355

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 355

acucagggge uucgccacug auuguccaaa cgcaauucuu guacgagucu gcggecaacc 60
gagaauugug gcuggacauc ugugguugag cuccggd 97

<210> 356

<211> 95

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 356

auccaggucu ggggcaugaa ccuggcauac aauguagauu ucuguguuug uuaggcaaca 60
gcuacalugu cugcuggguu ucaggcuacc uggaa 95

<210> 357

<211>79

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 357

cccucagugg cucaguagcc aguguagauc cugucuuugg uaaucagcag cuacaucugg 60
cuacuggguc ucugguggc 79

<210> 358
<211>110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 358

JUcuggccauc ugcaguguca cgcuccgugu auuugacaag cugaguugga cacucugugu 60
gguagagugu caguuuguca aauaccccaa guguggcuca ugccuaucag 110

<210> 359

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 359

gggcuuuuaa gucacuagug guuccguuua guagaugguu ugugcauugu uucaaaaugg 60
ugcccuagug acuacaaagc cc 82

<210> 360

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 360

cucaucuugc gguacucaaa cuaugggggc acuuuuuuuu uucuyuaaaa agugccgccu 60
aguuuuaagc cccgccgguu gag 83

<210> 361

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 361

ccuauguagc ggccaucaaa guggaggcce ucucuugage cugaaugaga aagugcuucc 60
acuuugugug ccacugcaug gg 82

<210> 362

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 362

cagccuguga Uacucaaacu ¢ggggcucut uuggauuuuc aucggaagaa aagugccgec 60
agguuuugag ugucaccggu ug 82

<210> 363

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 363

uucaaucugu gguacucaaa cugugdugaca uuuuguucuu uguaagaagu gccgcagagu 60
uuguaguguu gccgauugag 80

<210> 364

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 364

uuccavauag ccauacucaa aauggaggcc cuaucuaagc uuuuaagugg aaagugcuuc 60
ccuuuugugu guugccaugu ggag 84

<210> 365

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 365

ggugagacuc aaaugugggg cacacuucug gacuguacau agaaagugcu acuacuuuug 60
agucucucc

<210> 366

<211>79

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 366

gggccuUUUCY ggagggeccce CCCUCAAUcC uguugugcuc gcouucagagg guugggugga 60
gocucuccug aaggugucc

<210> 367

<211>76

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 367

avauguaugu auguauguau gugugcaugu gcaugugcau guaugcauau uguauguaua 60
uauuaugcau acaugu 76

<210> 368

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 368

uguaugugca ugcauaugug cucaugugug uguacaugua ugugugcaug ugcauguaua gg
uaug

<210> 369

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 369

ccaggccuuu ggcagaggag ggcuguucuu cccuugaguy uuaugacugg gaggaacuag 60
ccuucucuca gcuuaggagu gg 82

<210> 370

<211> 63

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 370

aagaaauggu uuaccgucce acauacauuu ugaguaugua ugugggacgg uaaaccgcuu gg
cuu

<210> 371

<211>79

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 371

gcuacuugaa gagagguuau ccuuugugug uuugcuuuac gcgaaaugaa uwaugcaaggg 60
caagcucucu ucgaggagce 79

<210> 372

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 372

ccugcuaacg gcugcucuga cuuuauugca cuacuguacu uuacagcgag cagugcaaua 60
guauugucaa agcauccgcg agcagg 86

<210> 373

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 373

ccaccacuua aacgugguug uacuugcuuu agaccuaaga aaguaagugc uuccauguuu 60
uggugaugg 69

<210> 374

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 374

gtcucgecge ccuccgccuu cucuucccgg uucuucccgg agucgggaaa agcuggguug 60
agagggcgaa aaaggaugug dg 82

<210> 375

<211>59

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 375

uuggcclceu aagecaggga uuguggguue gagueceace cgggguaaug agguguuuu 59

<210> 376

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 376

uugguacuug gagagaggug guccguggcg Cguucgcuuc auuuauggeg cacauuacac 60
gguCgaccuc uuugcgguau cuaauc 86

<210> 377

<211>89

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 377

aacugacuau gccuccucgc auccccuagg gcauuggugu aaagcuggag acccacugcc 60
ccaggugcug cuggggguug uvagucugac 89

<210> 378

<211> 98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 378

auauagugcu ugguuccuag uaggugcuca guaaguguuu gugacauaau ucguuvauug 60
agcaccuccu aucaaucaag cacugugcua ggcoucugg 98

<210> 379

<211>95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 379

cucaucuguc uguugggcug 9gggcagggc cuuugugaag gcggguuaug cucagaucgc 60
cucugggcce uuccuccagu cccgaggcag auuua a5

<210> 380

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 380
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cugucucgga gccugyggca gggggygcagy aggggcucag ggagaaagua ucuacagccc 60
cuggcccucu cugcccuuce guccccuguc cccaagu 97

<210> 381

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 381

uUguucgcuuc ugguaccgga agagagguuu ucugggucuc uguuucuuug augagaauga 60
aacacaccca gcuaaccuuu uuuucaguau caaaucc 97

<210> 382

<211>98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 382

gacccuuugg €gaucucugc cucucuggge cugugucuua ggcucuucaa gauccaacga 60
gcaaagcaca gggcecugcag agagguagcyg cucugceuc

<210> 383

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 383

gagucugguyu uuguuugggu uuguucuagg uaugguccca gggaucccag aucaaaccag 60
gccccuggge cuauccuaga accaaccuaa acccgqu

<210> 384

<211> 97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 384

caguguagug agaaguuggg gggugggaac ggcgucaugc aggaguugau ugcacagcca 60
uucagcuccu auvaugaugcc uuucuucacc cccuuca 97

<210> 385

<211> 98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 385

caacgcugca caggecguce uccccaacaa uauccuggug cugagugggu gcacagugac 60
uccagcauca gugauuuugu ugaagagggc agcugcca 98

<210> 386

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 386
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acgggguggc cacuaucccu guccuccagg agcucacgua ugccugocug ugagcegecuc 60
ggcgacagag c¢cggugucca ccccugcacu guccac 96

<210> 387

<211>98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 387

caauuguacu uggugugauu auaaagcaau gagacugauu gucauauguc guuuguggga 60
uccgucucag uUuacuuuaua gccauaccug guaucuua 98

<210> 388

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 388

aaaaugauga ugucaguugg ccggucggee gaucgcucgg ucugucaguc agucggucgg 60
ucgaucgguc ggucggucag ucggcuuccu gucuuc 96

<210> 389

<211>99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 389

gaaaaugggc ucaaggugag gggugcuauc ugugauugag ggacaugguc aauggaauug 60
ucucacacag aaaucgcacc cgucaccuug gccugcuga 99

<210> 390

<211> 95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 390

cugcagccag gguuuuuace agucaggcuc cuggcuagau uccagguace agcugguacce 60
ugaucuagce aaagecugac uguaagcccu gaaca 95

<210> 391

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 391

acccaagucc aggccugoug accccuaguc cagugcuugu gguggeuacu gggcccugaa 60
cuaggggucu ggagaccugg guuugaucuc cacagg 96

<210> 392

<211> 98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 392

139



10

15

20

25

30

35

ES 2534301 T3

ucuguguugg gcgucugucu gcccgaguge cugocucucu guugcucuga aggaggceagq 60
ggcugggccu gcagcugecu gggcagagcu gcuccuuc 98

<210> 393

<211>99

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 393

agaugccuug cuccuacaag aguaaagugc augcgcuuug ggacagugag gaaaauaaug 60
uucacaaagc ccauacacuu ucacccuuua ggagaguug

<210> 394

<211> 98

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 394

ugggcuccua ggaagaggua guagguugca uaguuuuagg gcagagauuu ugcccacaag 60
gaguuaacua uvacgaccugc ugccuuucuu agggocuu 98

<210> 395

<211> 97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 395

uguUggccua guucugugug gaagacuagu gauuuuguug uuuuuagaua acuaagacga 60
caacaaauca cagucugcca uauggcacag gecaccu 97

<210> 396

<211> 94

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 396

uucacugugg gaugagguag uagguuguau aguuuuaggg ucacacccac cacugggaga 60
vaacuauaca aucuacuguc uuuccuaagy ugau 94

<210> 397

<211> 96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 397

cggcaugcuc ccaggcugag guaguagguu guavaguuua gaguuacaac aagggagaua 60
acuguacagc cuccuagcuu uccuugggac uugcac 96

<210> 398

<211>85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 398
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gcggggugag guaguagguu gugugguuuc agggcaguga ugucgocccu ccgaagauaa 60
CUAUACAACC uacCugccuuc ccuga 85

<210> 399

<211> 94

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 399

uguguUgCauc cggguugagg uaguagguug uvaugguuuag aguuacacce ugggaguuaa 60
CUQUACAACC uucCUagcuuu ccuuggagca cacu 94

<210> 400

<211> 95

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 400

acggecunug gggugaggua guagguugua ugguuuuggg cucugccccg cucugeggua 60
acuauacaay cuacugucuu uccugaagug gccgc 95

<210> 401

<211>93

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 401

CgCYCCCCCe gggcugaggu aggagguugu auaguugagg aagacacccg aggagaucac 60
uauacggccu ccuagcuuuc cccaggcugec gcc 93

<210> 402

<211> 89

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 402

aucagaguga gguaguagau uguavaguug ugggguagug auuuuacccu guuuaggaga 60
uaacuauvaca aucuauugcc uucccugag 89

<210> 403

<211> 83

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 403

ugugggauga gguaguagau uguauaguuu uagggucaua ccccaucuug gagauaacua 60
yacagucuac ugucuuuccc acg 83

<210> 404

<211>85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
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<400> 404

cuggcugagg uaguaguuug ugcuguuggu cggguuguga cauugcccgc uguggagaua 60
acugcgcaag cuacugccuu gcuag 85

<210> 405

<211> 95

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 405

ggacagacca gcccuguclg gaagacuagu gauuuuguug uugugucugu guccaacaac 60
aagucccagu cugccacaug guguugguca cauca 95

<210> 406

<211> 110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 406

aggccagaac acaugageca augcuaugug gaagacuugu gauuuuguug uucugavaug 60
auvaugacaac aagucacagc cagcecucaua gaguggacuc ccaucaccuu 110

<210> 407

<211> 89

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 407

€gggguuggu uguuaucuuu gguuaucuag cuguaugagu gguguggagu cuucauaaag o0
cuagauvaacc gaaaguaaaa auaacccca 89

<210> 408

<211> 90

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 408

ggaggcccgu uucucucuuu gguuaucuag cuguaugagu gccacagagc cgucauaaag 60
cuagauaacC gaaaguagaa augacucuaa 9

<210> 409

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 409

ggaagcgagu uguuaucuuy gguuaucuag cuguaugagu guauuggucu ucauaaagcu 60
agavaaccga aaguaaaaac uccuuca 7

<210> 410

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
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<400> 410

gaccugucug ucuucuguau auvacccugua gauccgaauu uguguaagga auuuuguggu 60
cacaaauucg uvaucuagggg aauauguagu ugacauaaac acuccgcuca 110

<210> 411

<211> 109

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 411

€Caaaguugu AacguuUguUCU auauvauvaccc uguagaaccg aauuugugug guacccacau 60
agucacagau ucgauucuag gggaauauau ggucgaugca aaaacuuca 10

<210> 412

<211>98

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 412

uuggaaccuu aaaguacugu agcagcacau caugguuuac auacuacagu caagaugcga 60
aucauvuauuy gcugcucuag aaauuuaagg aaauucau 98

<210> 413

<211>95

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 413

cabacuuguu ccgcucuagc agcacguaaa lauuggcgua gugaaauaaa uauuaaacac 60
caauauvbauu gugcugcuuu agugugacayg ggaua 95

<210>414

<211> 84

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 414

gucaggauaa ugucaaagug cuuacagugc agguaguggu gugugcaucu acugcaguga 60
aggcacuugu ggcauugugc ugac 84

<210> 415

<211> 96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 415

ugcgugcuuu uuguucuaag gugcaucuag ugcagauagu gaaguagacu agcaucuacu 60
gcccuaagug cuccuucugg cauaagaagu uauguc 96

<210> 416
<211>87
<212> ARN
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<213> Rattus norvegicus
<400> 416

cacuggucua ugguuaguuu ugcagguuug cauccagcug uauaauauuc ugcugugcaa 60
auccaugcaa aacugacugu gguggug 87

<210> 417

<211>96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 417

acauugcuac uuacgguuag uuuugcagau uugcaguuca gcguauaugu ggauauaugg 60
cugugcaaau ccaugcaaaa cugauuguga ugaugu 96

<210> 418

<211>82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 418

gcagcccucu guucguuuug cauaguugca cuacaagaag aauguaguug ugcaaaucua 60
ugcaaaacug augguggccu gc 82

<210>419

<211>85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 419

cagcuucugu agcacuaaag ugcuuauagu gcagguagug ugucgucauc uacugcauua 60
cgagcacuua caguacugcc agcug 85

<210> 420

<211>92

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 420

Uguaccaccu ugucggguag cuuaucagac ugauguugac uguugaaucu cauggcaaca 60
gcagucgauy ggcugucuga cauuuuggua uc

<210> 421

<211>95

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 421

accuggcuga gccgcaguag uucukucagug gcaagcuuua uguccugacc cagcuaaagc 60
ugccaguuga agaacuguug cccucugcca cuggce 95

<210> 422
<211>75
<212> ARN
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<213> Rattus norvegicus

<400> 422

€ggccggcug ggguuccugg ggaugggauu ugaugccagu ¢cacaaaucac auugecaqaqgy 60
avuuccaacu gaccc

<210> 423

<211> 97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 423

cucaccugcuy cuggcugcuu ggguuccugg caugcugauu ugugacuuga gauuaaaauc 60
acauugccag ggauuaccac gcaaccauga ccuugge 97

<210> 424

<211> 68

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 424

CUCCgQugcC uacugagcug avaucaguuc ucauuucaca cacuggcuca guucagcagg 60
aacaggag 68

<210> 425

<211>108

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 425

gCccucucccy gggcuccgce uccugugecu acugagcuga aacaguugau uccagugcac 60
uggcucaguu cagcaggaac aggaguccag cccccauagd agouggca 10

<210> 426

<211> 84

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 426

ggccaguguu gagaggcgga gacacgggca auugcuggac gougcccugg geauugcacu 60
ugucucgguc ugacagugcc ggcc 84

<210> 427

<211>90

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 427

aaggccgugg ccuuguucaa guaauccagg auaggcugug caggucccaa ggggecuauu 60
cuugguuacu ugcacgggga c<gcgggccug a0

<210> 428
<211>85
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<212> ARN
<213> Rattus norvegicus

<400> 428

¥gCCCgggac ccaguucaag uaauucagga uagguugugg ugcuggecag ccuguucucc 60
alllacougge ucggggaecg gugec

<210> 429

<211> 97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 429

accucucuaa caaggugcag agcuuagcug auuggugaac agugauuggu uuccgcuuug 60
uucacaguygg cuaaguucug caccugaaga gaaggug 97

<210> 430

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 430

uggccugugg agcagggouu agcugouugu gagcaagguc uacagcaaag ucguguucac 60
aguggcuaag uuccgecccc uggaccee 87

<210> 431

<211> 86

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 431

ggUCCCUace Cgcaaggage UCacagucua uugaguuccu uuucugauuc ucccacuaga 60
uugugagcuc cuggagggca ggcacu

<210> 432

<211>81

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 432

Cuucuggaag cugguuucac augguggcuu agauuuuuce aucuuuguau cuagcaccau 60
uugaaaucag uguuuuagga g

<210> 433

<211> 88

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 433

accccuuaga ggaugacuga UUUCUUULgg uguucagagu caauagaauu uucuagcacc 60
aucugaaauc gguuauaaug auugggga 88
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<210> 434

<211>81

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 434

cuucaggaag cugguuucau auggugguuu agauuuaaau agugauuguc uagcaccauu 60
ugaaaucagu guucuuggug g

<210> 435

<211> 88

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 435

auctcuuaca caggcugacc gauuucuccu gguguucaga gucuguuuuu gucuagcacc 60
auuugaaauc gguuaugaug uaggggga

<210> 436

<211> 89

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 436

accauguugu agugugugua aacauccuac acucucagcu gugagcucaa gguggcuggg 60
agaggguugu uuacuccuuc ugccaugga 89

<210> 437

<211> 64

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 437

cuguaaacau CCuUugacugg aagcuguaag guguugagag gagcuuucag ucggauguuu go
acag 4

<210> 438

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 438

ccgaguuuca guucauguaa acauccuaca cucagcuguc auvacaugagu uggcugggau 60
guggauguuu acgucagcug ucuugga 8

<210> 439

<211> 82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 439

aagucugugu cuguaaacau cCccgacugg aagcuguaag ccacagccaa gcuuucaguc 60
agauguuugc ugcuacugge uc
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<210> 440

<211>71

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 440

gcaacuguaa acauccucga cuggaagcug ugaagccaca aaugggcuuu cagucggaug 60
uuugcagcug ¢ 71

<210> 441

<211> 84

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 441

gagugacaga uacuguaaac auccuacacu cucagcugug aaaaguaaga aagcugggag 60
aaggcuguuu acucucucug ccuu 84

<210> 442

<211> 106

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 442

ugcuccugaa acuuggaacu ggagaggagyg caagaugcug gcauagcugu ugaacugaga 60
accugcuaug ccaacauauu gccaucuuuc cugucugaca gcagcu 10

<210> 443

<211>70

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 443

ggggauauug cacauuacua aguugcaugu ugucacggce ucaaugcaau uuagugugug 60
ugavavucuc 70

<210> 444

<211> 69

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 444

ccguggugca uuguaguuge auugcauguu cuggcaguac cugugcaaug uuuccacagu 60
gcaucacgg

<210> 445

<211> 84

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 445

gugcucgguu uguaggcagu guaauuagcu gauuguagug cggugcugac aaucacuaac 60
uccacugcca ucaaaacaag gcac 84
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<210> 446

<211> 77

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 446

agucuaguua cuaggcagug vaguuagcug auugcuaauva guaccaauca cuaaccacac 60
agccagguaa aaagacu 77

<210> 447

<211> 102

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 447

ccggcuguga guaauucuuu ggcagugucu uagcugguug uugugaguau uagcuaagga 60
agcaaucagc aaguauvacug cccuagaagu gcugcacguu gu 102

<210> 448

<211>78

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400>448

cuuucuacac agguugggau uugucgcaau gcuguguuuc uguauvaguau ugcacuuguc 60
ccggccuguu gaguuugg 78

<210> 449

<211>92

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 449

ugcccauuca uccacaggug gggauuagug ccauvacuug uguuagauaa aaaguauugc 60
acuugucccyg gccugaggaa gaaaagaggg uu 92

<210> 450

<211>87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 450

agucaugggg gcuccaaagu gcuguucgug cagguagugc auugccugac cuacugcuga 60
gcuagcacull cccgagecce caggaca 87

<210> 451

<211> 106

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 451

ccaguaccau cugcuuggcc gauuuuggca cuagcacauu ulugcuugug ucucuccgeu 60
cugagcaauc augugcagug ccaauauggg aaaagcgggc ugeuge 106
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<210> 452

<211>80

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 452

gugagguagu aaguuguauu guuguggggu agggauuuud ggccccaaua agaagauaac 60
uavacaacuuy acuacubuce 80

<210> 453

<211>81

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 453

cccauuggca uaaacccgua gauccgaucu uguggugaag uggaccgcac aagcucguuu 60
cuaugggucu guggcagugu g 81

<210> 454

<211>70

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 454

ggcacccacc cguagaaccg accuugcggg gocuucgecg cacacaagcu cgugucugug 60
gguccguguc 70

<210> 455

<211>80

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 455

ccuguugeca caaacccgua gauccgaacu ugugcugace augcacacaa gceuugugucu 60
auagguaugu gucuguuagg 80

<210> 456

<211> 97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 456

aucugagacu gaaclguccu uvuuucgguua ucaugguacc gaugcuguag aucugaaagg 60
uacaguacug ugauagcuga agaauggugg ugccauc 97

<210> 457

<211>75

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 457

UQCCCUggCU Caguuaucac agugcugaug cuguccauuc uaaagguaca guacugugau 60
aacugaagga uggca 75
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<210> 458

<211> 86

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 458

QUCUUCQUYC UUUCAgCUUC uuuacagugc ugccuuguag cauucagguc aagcagcauu 60
guacagggcu augaaagaac caagaa 86

<210> 459

<211>86

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 459

uucuuacuge Ccucggcuuc uuuacaguge ugccuuguug cauauggauc aagcagcauu 60
guacagggcu augaaggcau ugagac 86

<210> 460

<211> 82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 460

ccugcuggga cuaaagugcu gacagugcag auagugguce ucucugugcu accgcacugu 60
ggguacuugc ugcuccagca gg 82

<210> 461

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 461

UUCUCUCUQC UUUaagcuuc uuuacagugu ugccuugugg cauggaguuc aagcagcauu 60
guacagggcu aucaaagcac agagagc 87

<210> 462

<211> 85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 462

ccuuagcaga gcucuggagu gugacaaugg uguuuguguc caaaacauca aacgccauca 60
ucacacuaaa cagcuacugc uaggc

<210> 463

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 463

Ugagygccce ucugcguguu cCacagcggac cuugauuuaa ugucuavaca auuaaggcac 60
gcggugaaug ccaagagagg cgccucc 87
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<210> 464

<211> 85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 464

aggccucucu cuccguguuc acagcggacc uugauuuaaa uguccauaca auuaaggcac 60
gcggugaaug ccaagaaugg ggcug 85

<210> 465

<211> 109

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 465

aucaagauca gagacucugc Ucuccguguu cacagcggac cuugauuuaa ugucauacaa 60
uuaaggcacg cggugaaugc caagagcgga gccuacggcu gcacuugaa 10

<210> 466

<211> 85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 466

ugccggecuc ugggucccug agacccuuua accugugagg acguccaggg ucacagguga 60
gguucuuggg agccuggcge cugge 85

<210> 467

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 467

UgCgcuccce ucagucccug agacccuaac uugugauguu uaccguuuaa auccacgggu 60
uaggcucuug ggagcugcga gucgugc 87

<210> 468

<211> 88

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 468

accagacuuu uCcuaguccc ugagacccua acuugugagg uauuuuagua acaucacaag 60
ucaggcucuu gggaccuagg cggagagg 88

<210> 469

<211>73

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 469

ugacagcaca uuaulacuuu ugguacgcge ugugacacuu caaacucgua c¢cgugaguaa 60
uaaugcgugg uca 73

<210> 470
<211>97
<212> ARN

152



10

15

20

25

30

35

ES 2534301 T3

<213> Rattus norvegicus

<400> 470

vuugaucacu gucuccagee ugcugaagcu cagagggcouc ugauucagaa agaucaucgg 60
auccgucuga gcuuggclgy ucggaagucu caucauc 97

<210> 471

<211> 82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 471

ugagcuguug gauucgggge cguagcacug ucugagaggu uuacauuucu cacagugaac 60
CQgucucuul uucagcugcu uc 82

<210> 472

<211> 84

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 472

ugugcagugg gaaggggggc cgaugcacug uaagagagug aguagcaggu cucacaguga 60
accggucucu uucccuacug uguc 84

<210> 473

<211>97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 473

agacugcccu ucgcgaaucu uuuugcgguc ugggcuugcu guacavaacu caauagccgg 60
aagcccuuac C€cCaaaaagce auucgceggag ggcgegc 97

<210> 474

<211>72

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 474

ugggucuuuu ugcggucugg gcuugcuguu cucuccacag uagucaggaa gcccuuvaccc 60
caaaaaguau cu 72

<210> 475

<211>88

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 475

ugcugcugac cggagcucuu uucacauugu gcuacugucu acacguguac cgagcagugc 60
aauguuaaaa gggcaucggc cuuguagu 88

<210> 476

<211> 82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
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<400> 476

ggcuugcugg acacucuuuc Ccuguugcac uacugugggc cucugggaag cagugcaaug 60
augaaagggc auccgucagg cc 82

<210> 477

<211> 101

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 477

CCYCCeCccge gucuccaggg caaccguggec uuucgauugu uacuguggga accggaggua 60
acagucuaca gccauggucg ccccgcagca cgcccacgcu ¢ 101

<210> 478

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 478

caaugcuuug cuaaagcugg uaaaauggaa €caaaucgcc ucuucaaugg auuugguccc 60
cuucaaccag cuguagcuau gcauuga 87

<210> 479

<211>73

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 479

cagggugugu gacugguuga €Cagaggggc gugcacuuug uucacccugu gggccaccua 60
gucaccaacc cuc 73

<210> 480

<211> 97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 480

cgcucugcug uggccuaugy culuucauuc cuaugugauu gcuguuccga acucauguag 60
ggcuaaaagc caugggcuac agugaggggc aagcucc 97

<210> 481

<211> 100

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 481

agavaaauuc acucuagugc uuuauggcul uuuauuccua ugugaucgua avaaagucuc 60
auguagggau ggaagccaug aaauacauug ugaaaauvuca 10

<210> 482

<211> 82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 482
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ugageccucg gaggacucca uuuguuuuga ugauggauuc uvuaagcucca ucaucgucuc 60
aaaugagucu ucagaggguu cu 82

<210> 483

<211>102

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 483

ggcccucuga cucucuucgg ugacggguau ucuugdgugg auaauacgga uuacguuguu 60
auugcuuaag aauacgcgua gucgaggaga guaccagegg ca 102

<210> 484

<211> 82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 484

guugcugcag cugguguugu gaaucaggcc gacgagcaac gcauccucuu acccggeuau 60
uucacgacac caggguugca cc 82

<210> 485

<211>99

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 485

cucuggcaug guguuguggg acagcuggug uugugaauca ggccguugce aaucagagaa 60
cggcuacuuc acaacaccag ggucucacug cacugcagg 99

<210> 486

<211> 68

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 486

guguauucua cagugcacgu gucuccagug uggcucggag gcuggagacg cggcccuguu 60
ggaguaac 68

<210> 487

<211>99

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 487

gugucucucy cuguguccug ccagugguuy uacccuaugg uagguuacau caugcuguuc 60
uaccacaggg uvagaaccacg gacaggauac uggagcacce 99

<210> 488

<211>94

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 488
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ggcugacucu gaguccaucu uccagugcag uguuggaugg uugaaguacg aagcuccuaa 60
cacugucugg uaaagauggc ccccggguca guuc 94

<210> 489

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 489

gacagugcag ucacccauaa aguagaaagc acuacuaaca gcacuggagg guguaguguu 60
uccuacuuva uggaugagug uacugug 87

<210> 490

<211> 105

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 490

gcggagegee ugucucccag ccugaggugc agugcugcau cucuggucag uugggagucu 60
gagaugaagc acuguagcuc aggaagggag aagauguucu gcagc 105

<210> 491

<211> 83

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 491

gggccuugge ugggauauca ucauauacug vaaguuugug augagacacu acaguauaga 60
ugauguacua gucuggguac c¢cc 83

<210> 492

<211> 88

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 492

caccuugucc ucacggucca guuuucccag gaaucccuug gaugcuaaga uggggauvuce 60
uggaaauacu guucuugagg ucauggcu 88

<210> 493

<211> 95

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 493

uguguauccu cagcucugag aacugaauuc cauggguuau agcaauguca gaccugugaa 60
guucaguucu uuagcuggga uagcucuauc gucau 95

<210> 494

<211> 97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 494
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caggcacucu uagcauuuga ggugaaguuc uguuauacac ucaggcugug gcucugaaag 60
ucagugcauc acagaacuuu gucucgaaag cuuucua 97

<210> 495

<211> 85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 495

cuucucaagg CCCuUgucucc caacccuugu accagugcug ugccucagac ccugguacag 60
gccuggggga cagggacuug gggac 85

<210> 496

<211>97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 496

agcgcuuucc ugeccucgag gagcucacag ucuaguaugu cuccucccua cuagacugag 60
gcuccuugag gacagggauc gucauacuca ccucccg 97

<210> 497

<211> 85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 497

UguUUCCCCgg gcccagguuc ugugauacac uccgacucgg gcucuggagc agucagugca 60
ugacagaacu ugggcccggu aggac 85

<210> 498

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 498

agcgguggec agugucauuu uugugauguu gcagcuagua avaugagccc aguugcauag 60
ucacaaaagu gaucauugga aacugug 87

<210> 499

<211> 84

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 499

gcggugcuug aagauagguu auccguguug ccuucgcuuu auucgugacg aaucauvacac 60
gguugaccua uuuuucagua ccaa 84

<210> 500

<211> 106

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 500
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agaacuugcc aaggguuugg gggaacauuc aaccugucgg ugaguuuggg cagcucagac 60
aaaccaucga ccguugagug gaccccgagg ccuggaacug ccaccc 106

<210> 501

<211> 117

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 501

agaugggcaa ccaaggcagc cuuaagagga cuccauggaa cauucaacgc ugucggugag 60
uuugggauuc aaaaacaaaa aaaaccacca accguugacu guaccuuggd auucuua 117

<210> 502

<211> 110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 502

ccugugcaga gaugauguuu acaaagguca caaucaacau ucauugcugu cgguggguug 60
aacuguguag aaaagcucac ugaacaauga augcaacugu ggocccgouu 11

<210> 503

<211> 88

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 503

ugauggcuge acucaacaul cavugcuguc gguggguuug aaugucaacc aacucacugg 60
ucaaugaaug caaacugcgg gccaaaaa 88

<210> 504

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 504

ccagagagug ugacuccugu ccuguguaug gcacugguag aauvucacugu gaacagucuc 60
ggucagugaa uuaccgaagg gccauaaaca gagcagagac agauccdcga 110

<210> 505

<211>77

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 505

CaCUUUCCCU UAuCaguuuu CCagccagou uugugacugu aaauguugga cggagaacug 60
auaaggguaa gugacug

<210> 506

<211> 80

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 506
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gggggugagg gauuggagag aaaggcaguu ccugaugguc cccucccagg ggcuggcuuu 60
ccucuggucc uucucucceca 80

<210> 507

<211> 86

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 507

ugcuuacaac uuuccaaaga auucuccuuu ugggcuuucu cauuuuauuu uaagcccaaa 60
ggugaauuuu uugggaaguu ugagcu 86

<210> 508

<211> 104

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 508

gggcucacag gacacaaugc ggauccucag gcuacaacac aggacccggg cgcugcucug 60
accccucgug ucuuguguug cagccggagg gacgcagguc ugca 104

<210> 509

<211> 85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 509

ugcaggccuc ugugugavau guuugauaua uuagguuguu auuyaaucca acuauvavauc 60
aagcauauuc cuacaguguc uugcc 85

<210>510

<211>91

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 510

ggcuggacag ¢gggcaacgg aaucccaaaa geageuguug ucuccagage auuccagcug 60
cacuuggauu ucguucccug cucuccugee u 91

<210> 511

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 511

gucaagaugg agugcacagg gcucugaccl augaauugac agccaguacu cugaucucgc 60
cucuggcugc caguuccaua ggucacaggu auguucgccu caaugccage 110

<210> 512

<211> 86

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 512
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gcggacggga gcugagagcu gggucuuuge gggcaagaug agggugucag uucaacugge 60
cuacaaaguc ccaguccucg gcuccc 86

<210> 513

<211> 83

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 513

auggagucau cacguguaac agcaacucca uguggacugu gcacagaucc caguggagcu 60
gcuguuacuu uugauggccu cca 83

<210>514

<211> 85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 514

uggcucccac €cccuguaac agcaacucca uguggaagug cccacugauu ccaguggggc 60
ugcuguuauc ugggguggag gcugg

<210> 515

<211> 87

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 515

aacucuccug gcucuagcag cacagaaaua uuggcacggg uaagugaguc ugccaauauu 60
ggcugugcug cuccaggcag gguggug 87

<210>516

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 516

uguuugcuca gcugaucugu ggcuuaggua guuucauguu guugggauug aguuuugaac 60
ucggcaacaa gaaacugccu gaguuacauc agucgguuuu cgucgagggc 110

<210>517

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 517

uggaagcuuc uggagauccu gcuccgucgec Cccaguguuc agacuaccug uucaggacaa 60
ugccguugua caguagucug cacauugguu agacugggca agggecagea 110

<210> 518

<211>69

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 518
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cccucgucuu acccagcagu guuuggguge ugguugggag ucucuaauac ugccggguaa 60
ugauggagg 69

<210> 519

<211> 89

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 519

cugggccucy gugggcaucu uaccggacag ugcuggauuu cuuggcuuga cucuaacacu 60
gucugguaac gauguucaaa ggugaccca 89

<210> 520

<211>95

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 520

ccaacuuggg cagccgugge caucuuacug ggcagcauug gauagugucu gaucucuaau 60
acugccuggu aaugaugacg gcggageccu gcacg 95

<210> 521

<211> 97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 521

gcgegecugg uccagugguu cuuaacaguu caacaguucu guagcgcaau ugugaaaugu 60
uuaggaccac uagacccgge gcgeacggca geggega 97

<210> 522

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 522

ggcuacagec cuucuucaug ugacucgugg acuucccuuu gucauccuau gccugagaau 60
avaugaagga ggcugggaag gcaaagggac guucaauugu caucacuggc 110

<210> 523

<211> 108

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 523

aaacagcccc agacaaucca uggguccucc uguccuucau uccaccggag ucugucuuau 60

gccaaccaga uuucagugga gugaagcuca ggaggcaugg agcugeca 108

<210> 524

<211> 84

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 524
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CULCCCCagg ¢Cacaugcuu Cuuuauaucc ucauagauau cacugcgcua uggaauguaa 60
ggaagugugu gguuuuggca agug 84

<210> 525

<211> 83

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 525

uuccuuugac gggugagcuu UUgYCCcaggg uvauaccuga cucucacgua uaagacgagc 60
aaaaagcuug uuggucagag gag 83

<210> 526

<211> 110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 526

€Cggggcagu CCCuccagge ucaggacagc cacugcccac agcacacuge guugcuccgg 60
acccacugug cgugugacag €ggcugaucu gucccuggge agcgcgaacce 110

<210> 527

<211> 106

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 527

cagcuuggac Ccugugaccuc ugggcuucce uuugucaucc uuugecuagyg ccucugagug 60
gggcaaggac agcaaagggg ggcucagugg ucaccucuac ugcaga 106

<210> 528

<211>111

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 528

cgggauaucc CCcgeoeggyge agegogocgg caccuuggou cuagacugou uacugceccgg 60
gccgeccuca guaacagucu ccagucacygg ccaccgacge cuggocccge ¢ 111

<210> 529

<211> 100

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 529

agguugcuuc agugaacauu €aacgcuguc ggugaguuug gaauucaaau aaaaaccauc 60
gaccguugau uguacccuau agcuaaccau Laucuacucc 100

<210> 530

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
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<400> 530

guccuggaug gacagaguug ucaugugucu gccugucuac acuugcugug cagaacaucc 60
gcucaccugu acagcaggca cagacaggca gucacaugac aacccagecu 110

<210> 531

<211> 106

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 531

guuagcuaug aguuaguuua aucucagcug gcaacuguga gaugucccua ucauuccuca 60
caguggucuc ugggauuaug cuaaacagag Caauuuccuu gaccuc

<210> 532

<211> 105

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 532

accacaguca uuguaguuuu gaugucgcag auacugcauc aggaacugac uggauaagac 60
ucagucacca ucaguuccua augcauugcc uucagcaucu aaaca 105

<210> 533

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 533

gaccaguugc cgcggggcuu uccuulugugec uugaucuaac cauguggugdg aacgauggaa 60
acggaacaug guucugucaa gcaccgcgga aagcaucgcu cucuccugea 11

<210>534

<211> 110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 534

gugauaacgu agcgagauuu Ucuguuguge uugaucuaac caugugcuug cgagguauga 60
guaaaacaug guuccgucaa gcaccaugga acgucacgca gcuuucuaca 110

<210> 535

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 535

CuUgucccggg CCgeggouce ugauugucca aacgcaauuc ucgagucucu ggcuccggec 60
gagaguugcg ucuggacguc C€Cgagccgec gcccccaaac cucgaggggg 110

<210> 536

<211> 96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
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<400> 536

acucagggyc uucaccacug auuguccaaa cgcaauucuu guacgagucu gcggccaacc 60
gagaauugug gcuggacauc ugugguugag cuccyg 96

<210> 537

<211>109

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 537

ugaavaucca ggucuggggc augaaccugg cauacaaugu agauuucugu guuuguuagg 60
caacagcuac auugucugcu ggguuucagg cuaccuggaa gcauuucuc 10

<210> 538

<211>103

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 538

aaggauuagg gugcccucag uggcucagua gccaguguag auccugucuu ugguaaucag 60
cagcuacauc uggcuacugg gucucugaug gcaucaucua gcu 103

<210> 539

<211>110

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 539

uCUggCCUUC ugcaguguua Cgcuccgugu auuugacaag cugaguugga cacucugugu 60
gguagagugu caguuuguca aauaccccaa guguggcuca ugcuvaucag

<210> 540

<211>81

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 540

uCauCuUUgCy guucucaaac uaugggggca CUUULUULLU Cuuuaaaaag ugccgccagg 60
uuuuagggec ugccgguuga g 81

<210> 541

<211>82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 541

ccgguguagu agccaucaaa guggaggcecc ucucuugggec ccgagcuaga aagugcuucc 60
acuuugugug ccacugcaug gg 82

<210> 542
<211>82
<212> ARN
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<213> Rattus norvegicus

<400> 542

caaccuguga uacucaaacu gggggcucuu uuggguuuuc uuuggaagaa aagugccgcec 60
agguuuugag uguuaccgau ug 82

<210> 543

<211>78

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 543

ggaccuuucu ggagggccce CCcucaauce uguugugcuc gcuucagagg guugggugga 60
ggcucuccug aagguguc 78

<210> 544

<211> 68

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 544

uauguaugua uguauguaug uwaugcaugua ugugugcaug uaugcaugca ugcauguaug 60
uauguaug 68

<210> 545

<211>82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 545

ccaggccuuc ggcagaggag ggcuguucuu cccuuggguu uuaugacugg gaggaacuag 60
ccuucucucu gcuuvaggagu gg 82

<210> 546

<211>63

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 546

aagaaauggu uuaccgucce acavacauuu ugaguaugua ugugggacgg uaaaccgcuu 60
cuu

<210> 547

<211>79

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 547
gcuacuugaa gagagguuau ccuuugugug uuugcuuuac gcgaaaugaa uaugcaaggg 60
caagcucucu ucgaggagc 79
<210> 548
<211> 100
<212> ARN
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<213> Rattus norvegicus

<400> 548

ccugcuggcu acugcugacg acugcucuga cuuuauugca cuacuguacu guacagcuag 60
cagugcaaua guauugucaa agcauccgdyg agcaggcuac 100

<210> 549

<211> 82

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 549

gccucgougu CCuccgecuu cucuucccygy uucuucccgy agucgggaaa agcuggguug 60
agagggcgaa aaaggauaug gg 82

<210> 550

<211>59

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 550

uuggccuccu aageccaggga uuguggguuc gagucceace cgggguaaga gguuguguu 59

<210> 551

<211> 95

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 551

ccucgcugac uccgaaggga ugcagcagca auucauguuu uggaguauug ccaagguuca 60
aaacaugaag cgcugcaaca <cccuucgug ggaaa 95

<210> 552

<211> 86

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 552

uugguacuug gagagaggug guccguggcg cguucgcuuc avuuauggcg cacauuvacac 60
ggucgaccuc uuugcgguau cuaauc 86

<210> 553

<211> 83

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 553

cugacuaugc cuccucgcauy ccccuaggge auugguguaa agcuggagac ccacugceccc 60
aggugcugcu ggggguugua guc 83

<210> 554

<211>98

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 554
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auauagugcu ugguuccuag uaggugcuca guaaguguuu gugacauvaau ucguuuauug 60
agcaccuccu aucaaucaag cacugugcua ggcucugg a8

<210> 555

<211>95

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 555

cucaucuguc uguggggcug ggggcaggyc cuuugugaag gcggguuaug cucagaucgc 60
CUCUggYcCce uuccuccagu cccgaggcag auuua 95

<210> 556

<211> 84

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 556

uggggcaggg gggcaggagg ggcucaggga gaaagcaucu acagccccug gcccucucug 60
CCCUUCCYUC CCCUJUCCCC aaau 84

<210> 557

<211>97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 557

uguucgcuuc ugguaccgga agagagguuu ucugggucuc uguuucuuug augagaauga 6(
aacacaccca gcuaaccuuu uduucaguau caaaucc 97

<210> 558

<211>97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 558

acccuuugge gaucucugce ucucugggcc ugugucuuag gcucuucaag aucuaacgag 60
caaagcacag ggccugcaga gagguagoge ucugeuc 97

<210> 559

<211> 96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 559

gagucugguc uuguuugggu uuguucuagg uaugguccca gggaucccag aucaaaccag 60
gccccuggge cuauccuaga accaaccuaa acccau 96

<210> 560

<211>95

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 560
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ccccggugga accacguggu gugcuaguua cuuuugggcu ggagagacgg cucagggguu 60
aagagcacag acugcucuuc cagagguccu gaguu 95

<210> 561

<211>96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 561

augugaccgu gccucucacc Cuuccauauc uagucucuga gaaaaaugaa gacuggauuc 60
caugaaggga ugugaggccu ggaaacugga gcuuua 96

<210> 562

<211> 97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 562

aguguaguga gaaguugggg ggugggaacg gcgucaugca ggaguugauu gcacagecau 60
ucagcuccua uaugaugcclu uuclucaccc ccuucaa

<210> 563

<211> 66

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 563

uccccaacaa uauccuggug cugagugggu gcacagugac uccagcauca gugauuuugu 60
ugaaga 66

<210> 564

<211>96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 564

acggggugga caccgucccu guccuccagg agcucacgua ugccugccug ugagcgccuc 60
gacgacagag ccagagucca ccccugcacu gcccaa 96

<210> 565

<211>96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 565

aaaaugauga ugucaguugg €cggucggcc gaucgcucdg ucugucaguc agucggucgg 60
ucgaucgguc ggucggucag ucggcuuccu gucuuc 96

<210> 566

<211> 99

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 566
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gaaaaugggc ucaaggugag gggugcuauc ugugauugag ggacaugguc aauggaauug 60
ucucacacag aaaucgcacc cgucaccuug gccugcuga 99

<210> 567

<211> 98

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 567

cugcagccag aguuuuuace agucaggcuc cuggcuagau uccagguacc aacugguacc 60
ugaucuagcc aaagccugac cguaagcugc aaaagaaa 93

<210> 568

<211> 96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 568

acccaagucc aggecugcug accocuaguc cagugcuugu gguggcuacu gggoeccugaa 60
cuaggggucu ggagaccugg guuugaucuc cacagg 96

<210> 569

<211>98

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 569

ucuguguugg gcaucugucu gccugaguge cugccucucu guugcucuga aggaggcagg 60
ggcugagocu gcagcugccu gggeagagou gcuccuuc 98

<210> 570

<211> 97

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 570

gaagacucua gcauguaagg uugggggagg gggcuguguc uagcaagucu ucuuccccca 60
€agcccugcu gucuuaaccu cuagguguuc cggoucc 97

<210> 571

<211> 99

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 571

agaugccuug cuccuacaag aguaaagugc acgugcuuug ggacagugag gaaaauvaaug 60
uucacaaagc ccauvacacuu ucacccuuua ggagaguug 99

<210> 572

<211>81

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<220>
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<223> Descripcion de Molécula de ADN/ARN Combinada:c
<400> 572

cauggcaccu ccauuucccu gaggagcccu uugagccuga ggugaaaaaa aaacagguca 60
agaggcgccu gggaacugga g 81

<210> 573

<211>98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 573

accCaaacce uaggucugcu gacuccuagu ccagggcucg ugauggcugg ugggeccuga 60
acgagyggguc uggaggccug gguuugaauda ucgacagce 98

<210>574

<211> 86

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 574

gucugucugc C€Cgcaugccu gcecucucugu ugcucugaag gaggcagggg cugggecuge 60
agcugccugg gcagagegge uccuge 86

<210> 575

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 575

ccauuacugu ugcuaauaug caacucuguu gaauauaaau uggaauugca cuuuagcaau 60
ggugaugg 68

<210> 576

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 576

aaaaggugga uauuccuucu auguuuaugu vauuuauggu uaaacauaga ggaaauucca 60
cguuuu 66

<210> 577

<211>70

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 577

uugaagggag aucgaccgugd uuauauucgc uuuauugacu ucgaauvaaua caugguugau 60
cuuuucucag 70

<210> 578
<211>75
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 578

agacagagaa gccaggucac gucucugcag uuacacagcu cacgagugec ugcuggggug 60
gaaccugguc ugucu

<210> 579

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 579

guggcacuca aacugugggg gcacuuucug cucucuggug aaagugccgc caucuuuuga 60
guguuac 67

<210> 580

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 580

gugggccuca aauguggagec acuauucuga uguccaagug gaaagugcug cgacauuuga 60
gegucac 6

<210> 581

<211>69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 581

gggauacuca aaaugggggc gcuuuccuuu uugucuguac ugggaagugc uucgauuuug 60
ggguguccc 69

<210> 582

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 582

vacaucggce auuauaauac aaccugauaa guguuauagc acuuaucaga uuguauugua 60
auugucugug ua

<210> 583

<211>99

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 583

cauggcaccu CCguuucccu gaggagocccu uugagcecugg agugaaaaaa aaaaacaggu 60
caagaggcgc cugggaacug gagaagagug uuaaacuuc 99

<210> 584
<211>79
<212> ARN
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<213> Mus musculus

<400> 584

agacggagag accaggucac gucucugcag uuacacagcu caugagugce ugcuggggug 60
gaaccugguu ugucugucu 79

<210> 585

<211>68

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 585

uaaaagguag avucuccuuc uaugaguaca auauuaauga cuaaucguag aggaaaaucc 60
acqguuuuc 68

<210> 586

<211>82

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 586

ugguauuuaa aagguggaua uuccuucuau gguuacgugc uuccuggaua aucauagagg 60
aacauccacu uuuucaguau ca

<210> 587

<211>61

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 587

aagaugguug accauagaac augcgcuacu ucugugucgu auguaguaug guccacaucu 60
u 61

<210> 588

<211>79

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 588

ugguacucgg agagagguua cccgagcaac uuugcaucug gaggacgaau guugcucggu 60
gaaccccuul ucgguauca 79

<210> 589

<211>81

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 589

ggguacuuga ggagagguug ucugugauga guucgcuuua uuaaugacga auvauaacaca 60
gauggccugu uuucaauacc a 81
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<210> 590

<211> 82

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 590

ugguacuugg agagauagua gaccguauag cguacgcuuu aucugugacg uauguaacac 60
gguccacuaa cccucaguau ca 82

<210> 591

<211> 80

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 591

ggguauggga cggauggucg accagcugga aaguaauugu uucuaaugua cuucaccugg 60
uccacuagce gucggugccce 80

<210> 592

<211> 96

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 592

guacauaugu ugaagauuau uaauauauag aguggguguu guggugguag uwaugauaugu 60
agaguaguag guugcauagu acgauguagu guauga 96

<210> 593

<211>79

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<220>
<223> Descripcion de Molécula de ADN/ARN Combinada:c

<400> 593

cacacuguag gccucauuaa auguuuguug aaugaaaaaa ugaaucauca acagacauua 60
auugggecgee ugcucugug 79

<210> 594

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 594

cauacuucuu yauaugccca ua 22

<210> 595

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 595

uggaauguaa agaaguaugu a 21

<210> 596

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 596

cauacuucuu uacauucugt t 21

<210> 597

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 597

uggaauguaa agaaguaugu a 21

<210> 598

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 598

cauacuucuu uacauuccat t 21

<210> 599

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 599

uggaauguaa agaaguaugu a 21

<210> 600

<211>22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 600

guguucacag cggaccuuga uu 22
<210> 601
<211> 22

<212> ARN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 601
Luaaggeacy cagugaalge ¢a 22

<210> 602

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 602

gcauucaccg cgugccuugg tt 22

<210> 603

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 603

uuaaggcacd cggugaaugc ca 22

<210> 604

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 604
gealucacceg cgugeculaa tt 22
<210> 605

<211> 22
<212> ARN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 605
uuaaggcacg cggugaaugce ca 22

<210> 606

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 606

ucuuuucaca uugugeuac 19

<210> 607

<211>20

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 607

cagugcaaug uuaaaaggge 20

<210> 608

<211>20

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 608

uauuuuasca uugcacugtt 20

<210> 609

<211>20

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 609

cagugcaaugy uuaaaaggae 20

<210> 610
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<211>20
<212> ARN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 610
ccuuuuaaca uugecacugtt 20

<210>611

<211>20

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 611

cagugcaaug uuaaaagggc 20

<210> 612

<211>20

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 612

aguuuugcau aguugcacua 20

<210> 613

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 613

ugugcaaauc uaugcaaaac uga 23

<210> 614

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético
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<400> 614

acauuugcau agauuugcac att 23

<210> 615

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 615

ugugcaaauc uaugcaaaac Uga 23

<210> 616

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 616

aguuuugcau agauuugcac att 23

<210> 617

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 617

ugugcaaauc uaugcaagac uga 23
<210> 618
<211>22

<212> ARN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 618

casauucgua ucuaggggaa ua 22

<210> 619

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 619

uaccecugliag auccgaaulu gug 23

<210> 620

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 620

agaauucgga ucuacagggu att 23

<210> 621

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 621

uacccuguag auccgaauuu gug 23
<210> 622
<211> 23

<212> ARN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 622

caaauucgga ucuacagggu att 23

<210> 623

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 623

uaccecuglag auccgaauul gug 23

<210> 624

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 624

auguuuceac agugeauca 19

<210> 625

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 625

gugcauugua guugcauug 19

<210> 626

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 626

guccaacuac aaugcactt 19

<210> 627

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 627

gugcauugua guugecauug 19

<210> 628

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 628

augcaacuac aaugcactt 19
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<210> 629

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 629

gugcauugua guugeauug 19
<210> 630
<211>21

<212> ARN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 630

claulacaace uacugecuuc c 21

<210> 631

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 631

ugagguagua gguugugugg uu 22

<210> 632

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 632

ccacacaace uacuaucuus tt 22

<210> 633

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético
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<400> 633

ugagguagua gguugugugg uu 22

<210> 634

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 634

£cacacaacce uacuaccuca tt 22

<210> 635

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 635

Lugagguagua gguuguguag uu 22

<210> 636

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 636

aacaacauga aacuaccuat t 21

<210> 637

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 637
uagguaguuu cauguuguug g 21

<210> 638

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 638

caaauucgua ucuaggggaa ua 22
<210> 639
<211>21

<212> ARN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 639

uagguaguuu cauguuguug g 21

<210> 640

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 640

aauaacauga aacuaccuatt 21

<210> 641

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 641

Uagguaguuu caluguuguug g 21

<210> 642

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 642

augcaacuac aaugcactt 19

<210> 643

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 643

gugcauugua guugeauug 19

<210> 644

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 644

augcaacuac gaugeactt 19

<210> 645

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 645
gugcauugua guugcauug 19

<210> 646

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 646

augcaacuac aaugcactt 19

<210> 647

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 647

gugcauugua guugcauug 19

<210> 648
<211>19
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<212> ARN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 648

augcaacuac aaugeactt 19

<210> 649

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 649

gugcauugua guugeauug 19

<210> 650

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 650

augcaacuac aaugcactt 19
<210> 651
<211>19

<212> ARN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 651

gugcauugua guugeauug 19

<210> 652

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 652
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ccacacaace uacuaccuca tt 22

<210> 653

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 653

ugagguagua gguugugugyg uu 22
<210> 654
<211> 22

<212> ARN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 654

ccacacaace uacuacouca tt 22

<210> 655

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 655

ugagguagua gguugugugg uu 22
<210> 656
<211>22

<212> ARN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 656

ccacacaace uacuaccuca tt 22

<210> 657

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 657
ugagguagua gguugugugg uu 22

<210> 658

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 658

ccacacaacc uacuaccuca tt 22

<210> 659

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 659
ugagguagua gguugugugg uu 22

<210> 660

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 660

cauacuucuu uacauuccat t 21

<210> 661

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 661

uggaauguaa agaaguaugu a 21

<210> 662
<211>21
<212> ARN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 662

cauacuucuu uacauuccat t 21

<210> 663

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 663 uggaauguaa agaaguaugu a 21

<210> 664

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 664

gcauucaceg cgugecuuaa tt 22

<210> 665

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 665
uuaaggcacg cggugaaugc ca 22

<210> 666

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 666

gcauucaceg cgugccuuaa tt 22

<210> 667
<211> 22
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<212> ARN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 667

Uuaaggeacyg cggugaauge ca 22
<210> 668
<211>20

<212> ARN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 668

ccuuuuaaca uugcacugtt 20

<210> 669

<211>20

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 669

cagugcaaug uuaaaagggce 20

<210> 670

<211>20

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 670

ccuuuuaaca uugeacugtt 20

<210> 671

<211>20

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 671

cagugcaaug uuaaaagggce 20
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<210> 672

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 672

cazaauucgga ucuacagggu att 23

<210> 673

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 673

uacceuguag auccgaaluu gug 23
<210> 674
<211> 23

<212> ARN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 674

caaauucgga ucuacagggu att 23

<210> 675

<211>23

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 675
uaccecuguag auccgaauuu gug 23

<210> 676

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador Sintético

<400> 676
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uauacaagag augasauccu ¢ 21

<210> 677

<211> 64

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 677

£CCCQrgacyg agocccucge acaaaccgga ccugagoguu uuguucguuc ggcucgogug gg
aggc

<210> 678

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 678

uUaaaagguag auucuccuuc uaugaguaca uuauuuauga uvuaavcauag aggaaaaucc 60
acguuuuc 68

<210> 679

<211> 69

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 679

uugagragag guugcccuug gugaauucge uuuvauuuaug uugaaucaca caaaggcaac 60
uuuuguuug ‘ 69

<210> 680

<211> 66

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 680

agggcuccug acuccagguc cuguguguua ccuagaaaua gcacuggacu uggagucaga 60
aggccu 66

<210> 681

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 681

agagauggua gacuauggaa cguaggcguu augauuucug accuauguaa caugguccac 60
uaacucu 67

<210> 682

<211>61

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 682
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aagaugguug accauagaac augcgcouauc ucugugucgu auguaauaug guccacaucu gg
u

<210> 683

<211>75

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 683

uacuuaaagc gagguugccc uuuguauauu cgguuuauug acauggaaua uacaagggca 60
agcucucugu gagua

<210> 684

<211>76

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 684

uacuugaaga gaaguuguuc gugguggauu cgcuuuacuu augacgaauc auucacggac 60
aacacuuuuu ucagua 76

<210> 685

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 685

cuccucagau cagaagguga uuguggcuuu ggguggauau uwaaucagceca cagcacugec 60
uggucagaaa gag 73

<210> 686

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 686

uguuaaauca ggaauuuuaa acaauuccua gacaavaugu auvaauguuca uaagucauuc 60
cuagaaauug uucauaaugc cuguaaca 88

<210> 687

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 687

gagagaagca cuggacuuag ggucagaagg ccugagucuc ucugcugcag augggcucuc 60
ugucccugag ccaagcuuug uccucccugy 90

<210> 688

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 688
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avaaaggaag uuaggcugag gggcagagag cgagacuuuli cuauuuucca aaagcucggu 60
Cugaggccce ucagucuugc UUCcuaaccc gcegc

<210> 689

<211>98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 689

cgaggggaua cagcagcaau ucauguuuug aaguguucua aaugguucaa aacgugaggc 60
gcugcuauac ceccucgugyg ggaagguaga aggugggg 98

<210> 690

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 690

gaaagcgcuu uggaaugaca Cgaucacucc cguugagugg gcacccgaga agccaucggg 60
aaugucgugu ccgcccagug cucuuuc

<210> 691
<211>111

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 691

gccgggaggu ugaacauccu gcauagugcu gccaggaaau cccuauvuuca uauaagaggg 60
ggcuggcugg uugcauaugu aggauguccc aucucccage ccacuucguc a 111

<210> 692

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 692

cgceggecga uggygcgucuu accagacaug guuagaccug geccucuguc uaauacuguc 60
ugguaaaacc guccauccygc ugce 83

<210> 693

<211>91

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 693

cuguguguga ugagcuggca guguauuguu agcugguuga auaugugaau ggcaucggcu 60
aacaugcaac ugcugucuua uugcauauac a 91

<210> 694

<211>91

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 694
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aaacgauacu aaacuguuuu ugcgaugugu uccuaauvaug cacuauvaaau auvauugggaa 60
cauuuugcau guauaguuuu guaudcaauau a 91

<210> 695

<211> 85

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 695

aaagugcuuu ggaaugacac gaucacuccc guugaguggyg cacccaagaa gccaucggga 60
augucguguc cgcccaguge ucuuu 85

<210> 696

<211> 112

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 696

acgaggaggu ugaacauccu gcauagugcu gccaggaaau cccuacuuca uacuaagagg 60
gggcuggcug guugcauaug uaggaugucc caucuccugg cccacuucgu ca 112

<210> 697

<211>83

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 697

ccugcugaug gaugucuuac cagacauggu uagaucugga ugcaucuguc uaauacuguc 60
ugguaaugcc guccauccac ggc

<210> 698

<211>91

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 698

cuguguguga uggcuugygca guguauuguu agcugguuga guaugugage ggcaccageu 60
aacaugcgac ugcucuccua uugcacacac a 91

<210> 699

<211>91

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 699

gagagauacu gagcuguuuu ugcgaugugu uccuaauaug ugcuavaauu auauugggaa 60
cauuuugcau aaavagcuuu gugucaauac a

<210> 700

<211> 112

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 700
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acggggaggu ugaacauccu gcauagugcu gocaggaaau cccuacuuca vacuaagagg 60
gggcuggcug guugcauaug uaggaugucc caucucccgg cccacuucgu ca 112

<210> 701

<211> 85

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 701

ugccugcuga uggaugucuu accagacaug guuagaucug gauguaucug ucuaauvacug 60
ucugguaaug ccguccaucc auggc

<210> 702

<211>91

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 702

cugugugcga uggguuggca guguauuguu agcugguuga guauguaaaa ggcaccagcu 60
aacaugcaac ugcucuccua uugcacauac a 91

<210> 703

<211>91

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 703

gagagaugcg gagcuguuuu ugcgaugugu uccuaaugug ugcuacaauu auvauugggaa 60
cauuuugcal aaauaguuuu acalicgacac a 91

<210> 704

<211> 100

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 704

ccaaagaaag augcuaaacu auuuuugcga uguguuccua auauguaaua uvaaauguauu 60
ggggacauuu ugcauucaua guuuuguauc aauaauaugg 10

<210> 705

<211>72

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 705

cuugggaaug gcaaggaaac cguuaccauu acugaguuua guaaugguaa ugguucucuu 60
gcuavaccca ga 72

<210> 706

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 706
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gcuaagcacu uacaacuguu ugcagaggaa acugagacuu uguaacuaug ucucagucuc 60
aucugcCaaag aaguaagugc uuugce

<210> 707

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 707
gagguuguccguggugaguu cg 22

<210> 708

<211> 96

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 708

ULLLUYYLYU Ydyyguduyu ygLLuuuygydl udidulyuyy ddylidyldi Lduyldyuie ov
augggcauvau acacuugccu caaggccuau gucauc 9

<210> 709

<211>76

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 709

gagggggaag acgggaggaa agaagggagu gguuccauca cgccuccuca cuccucuccu 60
cccgucuucu ccucuc 76

<210> 710

<211> 63

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 710

gucaggcuca gucccCucce gauaaacccc uaaauaggga cuuucccggg gggugacccu gg
ggc

<210> 711

<211>73

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 711

acuuggagag aggcuggecg ugaugaauuc. gauucaucaa agcgagucau acacggcucu 60
ccucucuuuu agu 73

<210> 712

<211> 68

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 712
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guauccugua cugagcugcc ccgagcuggg cagcaugaag ggecucgggg cagcucagua 60
caggaugc 68

<210> 713

<211> 80

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 713

gguacuugaa gagugguuau CCCugcugug Lucgcuuaau uuaugacgaa ucauacaggg 60
acauccaguu uuucaguauc 80

<210> 714

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 714

gagaaucauc ucucccagau aauggcacuc ucaaacaagu UUCCaaauug uuugaaaggc 60
uauvuucuugg ucagaugacu cuc 83

<210> 715

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 715

guggcagcuu gguggucgua ugugugacgc cauuuacuug aaccuuuagg agugacauca 60
cauayacggc agcuaaacug cuac 84

<210> 716

<211> 128

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 716

uggaggccuu gougguuugg aaaguucauu guucgacace auggaucucce agguggguca 60
aguuliagaga ugcaccaacC uggaggacuc caugcuguug agcuguucac aagcagegga %52
cacuucca

<210> 717

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 717

HUgacuVagc uggguagugg 9gaacccuuc caugaggagu agaacacucc uuaugcaaga 60
uucccuucua ccuggcuggg uugg 84

<210> 718
<211>116

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 718
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Caacuacagc cacuacuaca ggaccaucga ggaccugcgg gacaagauuc uuggugccac 60
cauugagaac gccaggauug uccugcagau caacaaugcu caacuggcug cagaug 116

<210> 719

<211>89

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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ggucuacugu gugccaggec cugugecag

<210> 720

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 720

ugaaacauac acgggaaacc ucuu 24

<210> 721

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 721

ugguaccuga aaagaaguug cccauguuau uuucgcuuua uaugugacga aacaaacaug 60
gugcacuucu uuuucgguau ca

<210> 722

<211> 17

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 722

aluacaluggc caalcuc

<210> 723

<211>21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 723

cagcagcaca cugugguuug u

<210> 724
<211>124

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 724

21

aacccuccuu gggaagugaa gcucaggeug ugauuucaag ccagggdgygcg uuuuucuava 60
acuggaugaa aagcaccucc agagcuugaa gcucacaguy ugagagcaau cgucuaagga %%2
aguu

<210> 725

<211> 122

<212> ARN

<213> Homo sapiens

199



10

15

20

25

30

ES 2534301 T3

<400> 725

gcccugucce cugugccuug ggegggegge uguuaagacu ugcagugaug uuuaacuccu 60
cuccacguga acaucacagc aagucugugce ugcuucccgu cccuacgcug ccugggcagg %%0
gu

<210> 726

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 726

QCUCCCCCUC UCUAauccuUu gcuaccuggy ugagagugcu gucugaauge aaugcaccug 60
ggcaaggauu cugagagcga gage 84

<210> 727

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 727

gCuCuUCCUC UCuaauccuu ugucccuggg ugagagugcu uucugaaugc aaugcacccg 60
ggcaaggauu cugagagggu gagc 84

<210> 728

<211>55

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 728

auccuugcua ucugggugeu agugcuggeu caaugcaaug caccugggea aggau 55

<210>729  Ain —am
<211>71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 729

ugcccuageca gcgggaacag uucugcagug agcgaucggu gcucuggggu auuguuuccg 60
cugccagggu a

<210> 730

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 730

gcugcuguug ggagacccug gucugcacuc uaucuguauu cuuacugaag ggagugcagg 60
gcaggguuuc ccauacagag ggc 83
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<210> 731

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 731

gaugcaccca gugggggagc caggaaguau ugauguuucu gccaguuuag cgucaacacu 60
ugcugguuuc cucucuggag cauc 84

<210> 732

<211> 124

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 732

gccaccacca ucagccauac uauguguagu gocuuauuca ggaagguguu acuuaauaga 60
Uuaauauuug uaaggcaccc uucugaguag aguaaugugc aacauggaca acauuugugg-%gg
uggc

<210> 733

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 733

gugcugugug uagugcuuca cuucaagaag ugccaugcau gugucuagaa avauguuuug 60
caccuuuugg agugaaauaa ugcacaacag auac 94

<210> 734
<211>115

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 734

ccaccuucag cugaguguag ugcccuacuc cagaggygcgu cacucaugua aacuaaaaca 60
ugauuguagc cuuuuggdagu agaguaauac acaucacgua acgcavauuu ggugg 115

<210> 735

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 735

caugcugugu gugguacccu acugcagaca guggcaauca uguauaauua aaaaugauug 60
guacgucugu ggguagagua cugcaugaca caug 94

<210> 736

<211>74

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 736

gugguguccu acucaggaga guggcaauca cauguaauua ggugugauug aaaccucuaa 60
gaguggagua acac 74
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<210> 737

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 737

caavagacac C€Caucguguc UuUUgCUCUg €agucaguaa auvauuuuuuu gugaaugugu 60
agcaaaagaC agaauggugg uccauug 87

<210> 738

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 738

caauagacac ccaucguguc uuuugcucug cagucaguaa avauuuuuuu gugaaugugu 60
agcaaaagac agaauggugg uccauug 87

<210> 739

<211> 84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 739

ucucagucug uggcacucag- cciugagggc acuuucuggu gccagaauga aagugcuguc 60
auagcugagg uccaaugacu gagg 84

<210> 740

<211> 98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 740

gguacuucuc agucuguggc acucagccuu gagggcacuu ucuggugcca gaaugaaagu 60
gcugucauag cugaggucca augacugagg cgagcacc 98

<210> 741
<211>129

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 741

99ggaugccac auucagccau ucagcguaca gugccuuuca cagggaggug ucauuuaugu 60
gaacuaaaau auaaauuuca ccuuucugag aaggguaaug uacagcaugc acugcauaug 120
ugguguccc 129

<210> 742

<211> 127

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 742
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ggaugccaca uucagccauu cagugugcag ugccuuucac agggaggugu cauvuaugug 60
aacuaaaava uaaauvuucac cuuucugaga aggguaaugu acagcaugca cugcauaugu 120
ggugucc 127

<210> 743

<211>58

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 743

cuacucugga gagugacaau cauguauaau uaaauuugau ugacacuucu gugaguag 58

<210> 744

<211> 58

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 744

cuacucugga gagugacaau cauguauaac uaaauuugau ugacacuucu gugaguag 58

<210> 745

<211> 58

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 745

cuacucugga gagugacaau cauguauaac uaaauuugau ugacacuucu gugaguag 58

<210> 746

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 746

ucucaugcag ucauucucca aaagaaagca culucuguug ucugaaagca gagugccuuc 60
uuuuggagcg uuacuguuug aga - . 83

<210> 747

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 747

ucucaugcag ucauucucca aaagaaagca cuuwucuguug ucugaaagca gagugccuuc b0
utuuggagcg vuacuguuug aga 83

<210> 748

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 748

ucucaggcug ugaccuucuc gaggaaagaa gcacuuucug uugucugaaa gaaaagaaag 60
ugcuucCCUuU cagaggguua cgguuugaga 90
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<210> 749

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 749

utﬁéagguﬁg ugaccuucuc gaggaaagaa gcacuuucug uugucugaaa gaaaagaaag 60
ugcuuccuul cagaggguua cgguuugaga 90

<210> 750

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 750

ucucaugaug ugaccaucug gagguaagaa gcacuuugug uuuugugaaa gaaagugcuu 60
ccuuucagag gguuacucuu ugaga 85

<210> 751

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 751

ucucaggcug ugaccaucug gagguaagaa gcacuuucug uuuugugaaa gaaaagaaag 60
JUgcuuccuulu cagaggguua cucuuugaga 20

<210> 752

<211>87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 752

ucucaggcag ugacccucua gauggaagca cugucuguug vauaaaagaa aagaucgugc 60
aucccuuuag aguguuacug uuvugaga 87

<210> 753

<211> 67

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 753

gugacccucy agauggaagc acugucuguu gucuaagaaa agaucgugea ucccuuuaga 60
duguuac

<210> 754

<211> 95

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 754

gaagaucuca ggcagugacc cucuagaugg aagcacuguc uguugucuaa gaaaagaucg 60
ugcauccuuu uagaguguua cuguuugaga aaauc

<210> 755
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<211> 85
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 755

ucucaagcug ugacugcaaa gggaagcccu uucuguuguc ugaaagaaga gaaagcgcuu 60
cccuuugcug gauuacgguu ugaga 85

<210> 756

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 756

uCuCaagcuy ugggucugca aagggaagec Cuuucuguug ucuaaaagaa gagaaagege 60
uuCccuUUge uggauuacgy uuugaga

<210> 757

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 757

ucaugcugug gcccuccaga gggaagcgou uucuguuguc ugaaagaaaa caaagcgcuc 60
cccuuuagag guuuacgguu uga 83

<210> 758
<211>101

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 758

grgagaagau cucaugcugu gacucucugg agggaagcac uuucuguugu cugaaagaaa 60
acaaagcgcu ucucuuvuaga guguuacggu uugagaaaag c 101

<210> 759

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 759

ucccaugcug ugacccucua gagggaagea cuuucuguug ucugaaagaa accaaagege 60
tucccuuugg agcguuacgg uuugaga

<210> 760

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 760

ucucaggcug ugacccucua gagggaagcg cuuucuguug gcuaaaagaa aagaaagcgc 60
uucccuucag aguguuaacg cuuugaga

<210> 761
<211>87
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<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 761

ucucaugcug ugacccucua gagggaagca cuuucucuug ucuaaaagaa aagaaagcgc 60
uucucuuuag aggauuacuc uuugaga 87

<210> 762

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 762

cucaggcugu gacacucuag agggaagcgc uuucuguugu cugaaagaaa ggaaagugca 60
uccuuuuaga guguuacugu uugag 85

<210> 763

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 763

ucucaggcug ugucccucua cagggaagcg cuuucuguug ucugaaagaa aggaaagugc 60
atccuuuuag aguguuacug uuugaga 87

<210> 764

<211>81

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 764

caugcuguga cccucuagag ggaagcgcuu ucuguugucu gaaagaaaag aaagugcauc 60
cuuuuagaggy uuuacuguuu g 81

<210> 765

<211>87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 765

ucucagcecug ugacccucua gagggaageg cuuucuguug ucugaaagaa aagaaagugc 60
aucuuduuag aggauuacag uuugaga 87

<210> 766

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 766

ucccaugcug ugacccucca aagggaagcg Cuuucuguuu guuuucucuu aaacaaagug 60
ccucccuuua gaguguuacc guuuggga 88

<210> 767
<211> 84
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 767

ucucaugcag ucauucucca aaagggagca cuuucuguuu gaaagaaaac aaagugccuc 60
cuuuuagagu -guuacuguuu gaga  -- . 84

<210> 768

<211>85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 768

cucaggcugu gacccuccag agggaaguac uuucuguugu cugagagaaa agaaagugcu 60
ucccuuugga cuguuucggu uugag 85

<210> 769

<211>61

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 769

cccucuacag ggaagcgcuu UCUguuguct gaaagaaaag aaagugcuuc cuuuuagagg gg
g

<210> 770

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 770

ucucaggcug ucguccucua gagggaagca cuuucuguug ucugaaagaa aagaaagugc 60
uuccuuuuag aggguuaccg uuugaga 87

<210> 771

<211>87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 771

UCUCaagcug ugagucuaca aagggaagcc cuuucuguug ucuaaaagaa aagaaaguge 60
uvucucuuugg uggguuacgg uuugaga

<210> 772

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 772

uCuCCcugcug ugacccucaa gauggaagea guuucuguug ucugaaagga aagaaagugc 60
uuccuuuLug aggguuacug uuugaga 87
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<210> 773

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 773

ucucaggcug ugacccucua aagggaagcg cuuucugugg ucagaaagaa aagcaagugc 60
uuccuuuuag aggguuaccyg uuuggga 87

<210> 774

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 774

ucccaugcug ugacccucua gaggaagcac uuucuguuug uugucugaga aaaaacaaag 60
ugcuucccuu ubagaguguua ccguuuggga

<210> 775

<211> 88

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 775

ucccaugcug ugacccucua gaggaagcac uuucuguuug uugucugaga aaaaacaaag 60
ugcuuccculu uagaguuacu guuuggga

<210> 776

<211>87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 776

ucucaggcug ugacccucca aagggaagaa cuuucuguug ucuaaaagaa aagaacgcac 60
uucccuuuag aguguuaccg ugugaga 87

<210> 777

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 777

ucucgggcug Ugacucucca aagggaagaa uuuucucuug ucuaaaagaa aagaacgcac 60
uucccuuuag aguguuaccg ugugaga 87

<210> 778

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 778

ucucaggcug ugucccucua gagggaagcg cuuucuguug ucugaaagaa aagaaaaugg 60
uucccuuuag aguguuacgc uuugaga 87
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<210> 779

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 779

ucucaugcug ugacccucua gagggaagcg cuuucuguug ucugaaagaa aagaacgege 60
uucccuauag aggguuaccc uuugaga 87

<210> 780

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 780

ucucaugcug ugacccuaca aagggaagca cuuucucuug uccaaaggaa aagaaggcgc 60
uucCccuuugg aguguuacgg uuugaga

<210> 781

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 781

cucaagcugu gacucuccag agggaugcac uuucucuuau gugaaaaaaa agaaggcgcu 60
ucccuuuaga gcguuacggu uuggg 85

<210> 782

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 782

cucaggcugu gacccucuag agggaagcac uuucuguugc uugaaagaag agaaagcgcu 60
uccuuuuaga ggauvacucu uugag 85

<210> 783

<211> 65

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 783

gugacccucu agagggaagc acuuucuguu gaaagaaaag aacaugcauc cuuucagagy gg
guuac

<210> 784

<211> 83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 784

ucaggcugug acccucuuga gggaagcacu uucuguuguc ugaaagaaga gaaagugcuu 60
ccuuulagaq gcuuacuguc uga 83
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<210> 785

<211> 85

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 785

ucucaagcug ugacugcaaa gggaagcccu uucuguuguc uaaaagaaaa gaaagugcuu 60
cccuuuggug aauuacgguu ugaga 85

<210> 786

<211>72

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 786

cuugggaaug gcgaggaaac cguuaccauu acugaguuua guaaugguaa cgguucucuu 60
gcugcuccca ca

<210> 787

<211> 85

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 787

gcuaagcagu uacaacuguu ugcagaggaa acugagacuu uauaacuaug ucucagucuc 60
aucugcaaag agguaagugc uuugc

<210> 788

<211>75

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 788

cuuuaccuaa uuuguugucc aucauguaaa acauaaauga ugauagacac cauauaaggu 60
agaggaaggu ucacuy

<210> 789

<211>71

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 789

accuuguuau gggggucugg gguaaggagu ggucaucagg ggguacuacc aaguuuauuc 60
ugugagauag a 71

<210> 790

<211>74

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 790

gcccuauuua gaauggcacu gaugugalaa aauaaaaaau ugaucaggge cuuucuaagu 60
agaguaaggc uuac 74

<210> 791
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<211>73
<212> ARN
<213> Mus musculus

<400> 791

uauvauguguu uauguguguyg uacauguaca uaugugaaua ugavauccau auacauacac 60
gcacacauaa gac 73

<210> 792

<211>71

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 792

gugccugugu gcguaagugc cugcauguau augcguguau avuvuaugca vauacauvaca 60
cacaccuaca cC 71

<210> 793

<211>78

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 793

auaagaaacu uggcgugucg ugacugaugu acugauaaga aacucagugu gauaugacug 60
augugcgugu gucugucu 78

<210> 794

<211>74

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 794

€gcggugccu cuuucauvuga ucuugguguc cucaaauuga aagccaagga agaggugggg 60
ggcgugguag ccuu

<210> 795

<211>75

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 795

cagugcucuu cuuggacugg cacuggugag uuaaacuaaa uwacaaccagu accuuucuga 60
.gaagaguaaa gcuca . 75

<210> 796

<211> 67

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 796

gugcuuuacg uaguauagug cuuuucacau uaaacaaaaa gugaaaggug ccavacuaug 60
uauagga 67
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<210> 797

<211>73

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 797

gagggggaag acgggagaag agaagggagu gguuuuuggy ugccucacuc cuccccucce 60
gucuuguucy cuc 73

<210> 798

<211>58

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 798

gucaggcuca guecceucet galaaaceuc aaaalagggu cuuaccuagg agaeudys 58

<210> 799

<211>73

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 799

acuuggagag aggcuggccg ugaugaauuc gauucaucua aacgagucau acacggcucu 60
ccucucuucu agu 73

<210> 800

<211> 65

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 800

gcauccugua cugagcugec ccgagcugag cacagugaag gaccucgggg cagcucagua go
cagga

<210> 801

<211>72

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 801

uuugggaaug gcgaggaaac Cguuaccauu acugaguuua guaaugguaa ugguucucuu 60
gcugcuccca ca

<210> 802

<211>73

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 802

gagggggaag acgggagaag agaagggagu gguuuuuggg ugccucacuc cuccgcuccee 60
gucuuguucu cuc
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<210> 803

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador Sintético

<400> 803
tcatcgtctc aaatgagtct 20
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico de miARN sintético que comprende una secuencia con al menos 80 % de
identidad de secuencia con la secuencia de miR-181a humana madura para su uso en una terapia de un cancer o
para tratar enfermedades inflamatorias.

2. Acido nucleico de miARN sintético para su uso en una terapia de un cancer o para tratar enfermedades
inflamatorias de acuerdo con la reivindicacion 1 definido ademas como una molécula de acido nucleico de entre 17 y
125 restos de longitud, que comprende:

¢ una region de miARN cuya secuencia de 5’ a 3’ es al menos 80 % idéntica a un miARN maduro de miR-181a, y
e una region complementaria cuya secuencia de 5’ a 3’ es entre 60 % y 100 % complementaria de la region de
mMIARN.

3. Acido nucleico de miARN sintético para su uso en una terapia de un cancer o para tratar enfermedades
inflamatorias de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende una regiéon de miARN cuya secuencia de 5’ a 3’
es al menos 85 % idéntica a una secuencia de miR-181a madura.

4. Acido nucleico de miARN sintético para su uso en una terapia de un cancer o para tratar enfermedades
inflamatorias de acuerdo con la reivindicacion 3, que comprende una regién de miARN cuya secuencia de 5’ a 3’ es
al menos 90 % idéntica a una secuencia de miR-181a madura.

5. Acido nucleico de miARN sintético para su uso en una terapia de un cancer o para tratar enfermedades
inflamatorias de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, que comprende una region de miARN cuya secuencia de 5’ a 3’
es idéntica a una secuencia de miR-181a madura.

6. Acido nucleico de miARN sintético para su uso en una terapia de un cancer o para tratar enfermedades
inflamatorias de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el acido nucleico esta
comprendido por dos polinucleétidos separados.

7. Acido nucleico de miARN sintético para su uso en una terapia de un cancer o para tratar enfermedades
inflamatorias de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el acido nucleico es una
molécula en horquilla.

8. Acido nucleico de miARN sintético para su uso en una terapia de un cancer o para tratar enfermedades
inflamatorias de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para administracién a una célula o un
paciente que tiene la célula identificada como que necesita una terapia de un cancer.

9. Acido nucleico de miARN sintético para su uso en una terapia de un cancer o para tratar enfermedades
inflamatorias de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en una terapia para tratar
cancer de pulmon o cancer de piel.

10. Acido nucleico de miARN sintético como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en
el tratamiento de enfermedades inflamatorias.

11. Un acido nucleico de miARN sintético bicatenario de 17-30 nucledtidos de longitud que comprende un primer
polinucleétido que tiene una secuencia con al menos 80 % de identidad de secuencia con una secuencia de miR-
181a madura que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en los nucleétidos 39-61 de SEC
ID NO: 124, nucledtidos 36-59 de SEC ID N°: 125, nucleétidos 16-39 de SEC ID N°: 127 y nucle6tidos 27-48 de SEC
ID N°: 126, y un segundo polinucleétido separado cuya secuencia de 5" a 3’ es entre 60 % y 100 % complementaria
del primer polinucledtido para su uso como un medicamento.

12. Acido nucleico de miARN sintético para su uso como un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 11,
caracterizado porque el acido nucleico es como se define adicionalmente en una cualquiera de las reinvidicaciones
2a’.

13. Acido nucleico de miARN sintético para su uso como un medicamento de acuerdo con las reivindicaciones 11 o
12 que comprende ademas uno o mas de los siguientes:

i) un grupo de reemplazo para fosfato o hidroxilo del nucleétido en el extremo 5’ de la cadena complementaria de
la molécula de ARN;

i) una 0 mas modificaciones de azucares en los primeros o Ultimos 1 a 6 restos de la regién complementaria; o
iii) no complementariedad entre uno o méas nucleétidos en los Ultimos 1 a 5 restos en el extremo 3’ de la region
complementaria y los nucle6tidos correspondientes de la region de miARN.

14. Acido nucleico de miARN sintético para su uso como un medicamento de acuerdo con la reivindicacion 11 o 12,
que comprende i) al menos un nucleétido modificado que bloquea el 5° OH o fosfato en el extremo 5’, en el que la al
menos una modificacion de nucleétido es una modificacion de NH., biotina, un grupo amina, un grupo de alquilamina
inferior, un grupo acetilo o 2’oxigeno-metilo(2'0-Me) o ii) al menos una modificaciéon de ribosa seleccionada de 2'F,
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2’ NHz, 2'N3, 4'tio 0 2' O-CHs.

15. Acido nucleico de miARN sintético para su uso como un medicamento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 14 que es un polinucleétido bicatenario.

16. Uso de un acido nucleico de miARN sintético como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15
para aumentar la viabilidad celular, reducir o aumentar la proliferaciéon celular o para inducir la apoptosis, con la
condiciéon de que los procedimientos para el tratamiento del cuerpo humano o animal por cirugia o terapia estén
excluidos.
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FIG. 15A
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CRL5826 de pulmén HTB-57 de pulmén Jurkats Linfocitos T primarios
% de % de
cont . cont
mIARN %deCN DT miARN % deCN DT mARN oo DT mIARN  neg DT
ambi-mir7 100 63 21 friir-108 9 let-7a 21 1 mR-107 89 15
mir-101 20 mir-122 78 et-7b 50 5 mR-134 75 23
mir-105 4N mir-124 9 mR-101 68 30 miR-135 86 13
mir-124 63 8 mir-125a 7N mR-100 3 3 miR-130 87 0
mir-1250 T+ it rlr-126 78 2 mR-122 67 18 miR.141 89 1
mir-126 61 3 mir-132 59 7 mRr-133a 73 18 miR-145 86 12
mir-128 n o3 mir-133A 77 miR-173p €3 16
mir-132 718 mir-136 78 13 mR-29a €8 7
miR-30a-

oir- 141 #5 mir-147 72 4 p 88 27
Fir-142 67 5 mir-161 87 10 mR-34a 67 21
mir-147 57 mir-152 73 13
iir-149 o8 mir-16 8
mir-168 87 11 mir-162 83 9
mir-223 68 14 mir-183 2%
mir-28 74 19 mir-186 8g 17
mir-26a LCOR mir-188 67 20
mir-337 74 7 ir-28 w18
mir-346 2 13 377 79 3
mir-96 74 8 mir-526b* 9 0

mir-96 %10

FIG. 15C
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HelLa
de cuello uterino
% de
cont
miARN neg DT
Let-7a 119 15
Let-7Tb 124 12
Let-7c 114 21
Let-7d 13 29
Let-79 114 27
mir-145 11 29
mir-155 114 17
mir-18ta 113 21
mir-186 111 29
mir-190 114 21
mir-191 118 22
mir-199 118 14
mir-9 112 27
Células BJ
% de
cont
miARN neg DT
miR-26a 130 17
miR-128 131 24
miR-223 134 14
miR-188 139 19
miR-125a 140 10
miR-201 153 18
miR-201-3p 155 30
miR-145 161 2
miR-294 165 21
miR-150 171 7
miR-322 212 19,03
miR-295 218 40,78
miR-187 246 19
miR-373 268 41,39
CRL5826
miARN % de CN
mir-130a 126
mir-145 112
mir-30e-5p 122
mir-333 112
mir-335 114
mir-369 i1
mir-350 1
mir-412 123
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22 Rv1 de prostata

% de

cont
miARN neg
Let-7a 124
Lel-7b 127
mir-127 127
mir-154 123
mir-181a 124
mir-194 132
mir-188 126
mir-189 146
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mir-93 129
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27

wmoo B hloe

14
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cont
miARN neg DT
mir-25 112 0
mir-294 112 1
mir-32 121 [
mir-92 122 4]
HTB-5T
miARN % de CN
mir-135 121
mir-216 126
mir-283 121
mir-338 122
mir-341 118
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143 85
17 37
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125 1
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162 2
146 23
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135 4
154 18
170 14
FIG. 16
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22Rv1 de prostata TE354T de piel MCF12a de mama A549 de pulmén
miARN %deCN DT  miARN %deCN DT  mjaARN %deCN DT miARN % de CN
mir-100 58 26 mir-210 67 13 mir-216 92 8 mi-129 80
mir-130a 58 16 mir-216 83 1 mir-217 85 14 rir-326 88
mir-211 54 7 mir-294 23 23 wir-331 92
mir-212 58 1 338 o1
mir-213 57 1 mée-341 89
mir-215 58 8 mir-370 91
mir-224 48 30 mirg2 88
mir-292 58 4

mir-320 58 6 .

mir-324 55 6

mir-325 58 10

mir-330 58 28

mir-338 56 10

mir-369 57 6

mir-370 54 16

mir-99a 88 15

FIG. 17
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8
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MCF12a de mama
miARN % de CN DT
lel7a 180 35
let7h-1 176 38
let7c 177 2
let?7d 172 37
mir-10a 178 22
mie-10b 190 18
mir-133a 192 33
mir-152 175 33
mir-153 178 27
mir-155 186 24
mir-16 174 3
mir-181a 172 26
mir-183 184 15
mir-184 177 14
mir-186 176 18
mir-191 174 11
mir-200b 179 8
fmir-412 174 24
mir- 178 24
FIG. 18
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Jurkat Linfocitos T primarios HelLa AS549
Viabilidad celular Viabilidad celular Viabilidad celular Viabilidad celular

miARN % de CN % de DT miARN % de CN % de DT miARN %deCN %deDT miARN % de CN % de DT

miARN que reduce la viabilidad celular

let-Ta 21 1 miR-107 89 15 mir-4 20 2 mir-183 80 15
let-7b 50 5 miR-134 75 23 mir-101 12 2 mir-206 80 7
miR-101 69 30 miR-135 88 13 mir-124 18 4 mir-210 86 5
miR-108 7% 18 miR-139 87 o mir-192 13 3 mir-292-3p 8 3
miR-10b 3r 3 miR-141 8% 1 mir-193 5 2 mir-283 83 2
miR-122 87 18 miR-145 86 12 mir-185 21 7 mir-288 84 4
miR-133a 73 18 mir-206 12 & mir-329 85 5
miR-17-3p 63 6 mir-208 21 12 mir-337 81 3
miR-19a 73 24 mir-210 23 4 mir-345 75 6
miR-29a 68 7 mir-297 19 16 mir-346 7 8
miR-30a-3p 66 27 mir-299 20 18 mir-409 &8 3
miR-34a 87 21 mir337 18 3
miARN que aumenta la viabilidad celular
miR-129 150 10 let-Ta 185t 17 mir-128 128 18
miR-143 162 4 let-7b 150 14 mir-139 133 12
miR-155 146 23 et-7c 152 4 mir-23a 159 13
miR-15a 146 12 fel-7d 42 10 mir-23b 185 12
miR-25 154 18 lel-7g 41 [ mir-24 132 20
miR-26a 170 14 miR-10a 130 10 mir-32 133 20
mR-10b 127 20 mi-331 128 13

miR-125a 131 5
miR-128 126 42
miR-15a 135 1t

miR-17-3p 128 4

miR-18 138 2
miR-182 126 18
miR-19a 126 &

miR-20 130 14
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22Rv1
de préstata TE354T de piel Jurkat Hela

miARN sintéticos que aumentan la apoptosis

miARN % deCN DT miARN % deCN DT miARN %deCN DT miARN % deCN DT

Let-7g 164 17 mir-149 179 22 let-7b 201 M let-7b 369 89
mir-1 182 20 mir-154 252 15 let-7g 1582 19 let-7g 594 260
mir-10a 205 15 mir-195 174 16 miR-1 170 1 miR-1 410 65
mir-149 169 14 mir-208 189 18 miR-10b 198 24 miR-10b 378 28
mir-184 166 19 mir-214 187 14 miR-122 154 29 miR-122 303 44
miR-17- miR-17-
mir-186 166 23 mir-217 177 21 3p 171 12 3p 348 68
mir-188 197 12 mir-293 234 19 miR-19a 153 6 miR-19a 312 7
mir-192 182 26 mir-299 193 12 miR-28 154 20 miR-28 347 56
mir-328 198 17 miR-29a 155 15 miR-29a 439 63
mir-344 204 8 miR-32 156 30 miR-32 473 209
miR-34a 181 39 miR-34a 381 82
let-Tb 317 63
let-7g 607 150
miR-1 355 47
miR-10b 404 53
miR-122 374 61
miR-17-
3p 443 101
miR-19a 773 70
i
miARN sintéticos que reducen la apoptosis miR-28 402 42
mir-128 54 27 . Let-Tb 56 10 miR-125b 75 2 miR-32 8 7
mir-21 47 23 mir-100 55 1" miR-126 66 11 mir-105 40 9
mir-216 48 a7 mir-101 44 9 miR-143 68 3 mir-108 39 12
mir-223 54 36 mir-126 38 " miR-155 67 2 mir-126 29 4
mir-23b 46 44 mir-207 59 8 miR-23b 70 14 mir-137 13 12
mir-292-
mir-328 22 29 mir-25 59 9 miR-26a 68 1 3p 31 4
mir-335 40 26 mir-28 41 7 miR-98 74 27 mir-34a 38 8
mir-340 51 1 mir-29a 39 8 mir-96 32 13
mir-30a-
mir-367 37 34 3p 30 6
mir-368 53 6
mir-380-
3p 30 42
mir<410 50 a7
mir-341 53 0
FIG.20
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AS49 +/- TRAIL
miARN % de CN
mir-101 135
mir-124 158
mir-125a 134
mir-132 147
mir-136 178
mir-155 181
mir-182 153
mir-186 176
mir-202 152
mir-206 138
mir-221 143
mir-224 129
mir-26 136
mir-291 145
mir-292-3p 169
mir-287 140
mir-302 134
mir-372 125
mir-373 189
mir-376b 145
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A549 +/-etopésido
miARN que reducen la viabilidad celular en presencia de un producto terapéutico

miARN
mir-28
mir-124
mir-1268
mir-147
mir-216
mir-202-3p
mir-337

% de CN

319
139
141
120
108
489
231

HTB-57

+i-

etopdsido

miARN
mir-126
mir-132
nir-28
mir-337

mir-262-3p
miR-7100

% de CN
171
201
176
217
268
227

CRL-5826 +-

etopésido

miARN
mir-132
mir-182
mir-28
mir-292-3p

% de CN
142
134
154
212

Hela +/-
etopésido

miARN
mir-124
mir-126
mir-132
mir-147
mir-216
mir-28
mir-292-3p
mir-337

% de CN
182
161
170
7
199
169
208
285

miARN que aumentan la viabilidad celular en presencia de un producto terapéutico

mir-125b
mir-152
mir-18
mir-194
mir-197
mir-214
mir-24
mir-3a-3p

s

mir-331

83
73
80
8
82
82
87
63
73

FIG. 21
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Proliferacion de A549  Proliferacion de Jurkats

miARN secuencia (% de CN) (% de CN)
let-7a ugagguaguagguuguauaguy 118 21
let-7b  ugagguaguagguugugugguu 124 50
let-7¢ ugagguaguagguuguaugguu 114 85
let-7d agagguaguagguugeauagu 113 a7
let-7g ugagguaguaguuuguacagu 114 106
FIG. 23
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Genes asociados con la oxidacion
GPX1, 2 y 4: familia de glutatién peroxidasa ligada
- a la esperanza de via extendida en gusanos y moscas
miARN

COX5b, 6 y 7b: citocromo ¢ oxidasa. Componente
miR 26a terminal de la cadena respiratoria

MTCO1: subunidad codificada por la Mitocondria
de la citocromo ¢ oxidasa

miR-147

NOX3 y 5. NAPDH oxidasa que genera superoxido
miR-195 DUOX2: homologos de NOX2 de oxidasa doble 2

miR-368

Genes asociados a RAS
MAPK1y 4

AKT1

PRKCAyD

FIG, 24
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