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DESCRIPCION
Actividad trombopoyética de polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere en general a composiciones trombopoyéticas que comprenden polipéptidos tirosil-
ARNt sintetasa, incluyendo truncamientos y/o variantes de los mismos, y métodos de usar tales composiciones en el
tratamiento de enfermedades de estados que se benefician de la trombopoyesis aumentada, tal como enfermedades
o afecciones asociadas con trombocitopenia.

Antecedentes

Trombocitopenia se refiere en general a un estado en que el nimero de plaquetas por volumen unidad de sangre
periférica en un sujeto es menor de lo normal. Por ejemplo, los recuentos normales de plaquetas varian desde
aproximadamente 150.000 mm® a aproximadamente 450.000 mm>, y la trombocitopenia tipicamente se caracteriza
por una disminucion en el recuento de plaquetas hasta aproximadamente 100.000/mm? 0 menos.

Las plaquetas, o trombocitos, son células sanguineas incoloras que desempefian un papel importante en la
coagulacion de la sangre aglutinandose y formando tapones en agujeros de vasos sanguineos. Trombopoyesis se
refiere al proceso por el que las plaquetas se forman a partir de células hematopoyéticas precursoras, tal como
megacariocitos. La trombopoyesis esta principalmente regulada por trombopoyetina, que a su vez esta regulada por
una variedad de mecanismos, tal como absorcidn mediada por receptor y destruccidon en respuesta a niveles
aumentados de plaquetas, entre otros factores.

La trombocitopenia se asocia con muchas causas subyacentes, tal como destruccion aumentada de plaquetas,
producciéon disminuida de plaquetas, consumo de plaquetas, captura de plaquetas, ademas de trombocitopenia
inducida por medicacion. Dado el papel central de las plaquetas en la coagulacién sanguinea, los sintomas iniciales
de la trombocitopenia normalmente implican varias formas de hemorragia y purpura. Puesto que los sujetos estan en
riesgo aumentado de hemorragia, el diagndstico y tratamiento tempranos son importantes, especialmente para la
prevencion de la evolucion a sintomas mas serios, tal como hemorragia cerebral.

El tratamiento para afecciones de recuento reducido de plaquetas con frecuencia esta guiado por la etiologia y
gravedad de la enfermedad. Los tratamientos actualmente disponibles para trombocitopenia y afecciones
relacionadas incluyen, por ejemplo, corticoesteroides, IVIG, esplenectomia, y transfusion de plaquetas, métodos que
son paliativos y no especificos, o drasticos y caros. Ademas, esfuerzos previos para utilizar trombopoyetina, el
mediador biolégico principal de la trombopoyesis, han fracasado en la clinica debido a los graves efectos
observados en pacientes que desarrollaron una respuesta inmunitaria al farmaco y, consecuentemente, a su propia
trombopoyetina endégena. Miméticos de trombopoyetina y activadores de molécula pequefia del receptor de
trombopoyetina estan en desarrollo, pero no han sido aprobados por la Agencia de Alimentos y Farmacos (FDA).

Las aminoacil-ARNt sintetasas, que catalizan la aminoacilacion de moléculas de ARNt, son esenciales para
decaodificar la informacion genética durante el proceso de traduccion. En eucariotas superiores, las aminoacil-ARNt
sintetasas se asocian con otros polipéptidos para formar complejos multienzimaticos supramoleculares. Cada una de
las ARNt sintetasas eucariotas consiste en una enzima central, que estd muy relacionada con el homodlogo
procariota de la ARNt sintetasa, y un dominio adicional que esta adjunto al extremo amino-terminal o carboxilo-
terminal de la enzima central. La tirosil-ARNt sintetasa (YRS) humana, por ejemplo, tiene un dominio carboxilo
terminal que no es parte de las moléculas de YRS procariotas y de eucariotas inferiores.

Las aminoacil ARNt sintetasas, tal como tirosil-ARNLt sintetasa, se asocian actualmente con funciones expandidas en
células de mamiferos, incluyendo actividades en rutas de transduccion de sefales, entre otras.

Breve compendio

La presente divulgacion procede del descubrimiento inesperado de que composiciones que comprenden
polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa (YRS), incluyendo polipéptidos truncados y/o variantes de los mismos, estimulan
la trombopoyesis in vivo (es decir, formacion aumentada de plaquetas). Segun esto, se pueden utilizar formas de
realizacion de la presente divulgacion en general para tratar y/o reducir el riesgo de desarrollar enfermedades o
afecciones asociadas con trombocitopenia, o niveles reducidos de plaquetas.

Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion incluyen métodos de aumentar el recuento de plaquetas en
un sujeto, que comprenden administrar al sujeto una composicion que comprende una concentracion
trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, aumentando de esta manera el recuento de
plaquetas en el sujeto. Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion incluyen métodos de tratar, o reducir
el riesgo de desarrollar, trombocitopenia en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto una composicion que
comprende una concentracion trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, tratando de esta
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manera o reduciendo el riesgo de desarrollar trombocitopenia en el sujeto. Ciertas formas de realizacion de la
presente divulgacion contemplan métodos de estimular trombopoyesis en un sujeto, que comprenden administrar al
sujeto una composicion que comprende una concentracion trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-
ARNt sintetasa, estimulando de esta manera la trombopoyesis en el sujeto. Ciertas formas de realizacion de la
presente divulgacion incluyen métodos de mantener el recuento de plaquetas en un sujeto (por ejemplo, un sujeto
sometido a una terapia asociada con recuento reducido de plaquetas), que comprenden administrar al sujeto una
concentracion trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, manteniendo de esta manera el
recuento de plaquetas en el sujeto.

Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion abarcan métodos de estimular la migracion, proliferacion y/o
diferenciacion de megacariocitos en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto una concentracion
trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, estimulando de esta manera la proliferacion y/o
diferenciacion de megacariocitos en el sujeto. Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion incluyen
métodos de estimular la migracion o proliferacion de neutréfilos en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto
una concentracion trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, estimulando de esta manera
la proliferacion de neutréfilos en el sujeto.

En ciertos aspectos de la presente divulgacion, el sujeto tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad o afeccion
asociada con un recuento de plaquetas disminuido o reducido. En C|ertos aspectos de la presente divulgacion, eI
sujeto tiene un recuento de plaquetas de aproxmadamente 100.000/mm?* o menor, aproxmadamente 110.000/mm?
0 menor, aproxmadamente 120.000/mm* o menor, a?roxmadamente 130.000/mm* o menor, aproximadamente
140.000/mm* o menor, aproximadamente 150.000/mm™ o menor. En ciertas formas de realizacion de la presente
divulgacion, la enfermedad o afeccion asociada con un recuento de plaquetas disminuido o reducido incluye, pero no
esta limitado a, hemorragia, hematomas, epistaxis (hemorragias nasales), hiperesplenismo, hipotermia, infeccion por
virus de Epstein-Barr, mononucleosis infecciosa, sindrome de Wiskott-Aldrich, ingestion materna de tiacidas,
trombocitopenia amegacariocitica congénita, sindrome de trombocitopenia con aplasia radial, anemia de Fanconi,
sindrome de Bernard-Soulier, anomalia de May-Hegglin, sindrome de plaquetas grises, sindrome de Alport, rubeola
neonatal, anemia aplasica, sindrome mielodisplasico, leucemia, linfoma, tumor, cancer de la médula 6ésea,
deficiencia nutricional, exposiciéon a radiacién, insuficiencia hepatica, septicemia bacteriana, sarampion, fiebre
dengue, infeccién por VIH o SIDA, prematuridad, eritroblastosis fetal, purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), PTI
materna, sindrome hemolitico-urémico, coagulacion intravascular diseminada, purpura trombocitopénica trombética
(PTT), purpura postransfusion, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, trombocitopenia aloinmunitaria
neonatal, y hemoglobinuria nocturna paroxistica, infeccion por virus de la hepatitis C (VHC), trombocitopenia
inducida por medicacion, y trombocitosis inducida por quimioterapia (CIT), entre otras conocidas en la técnica. En
ciertos aspectos de la presente divulgacion, el sujeto es un donante de plaquetas.

En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, la afeccion asociada con un recuento de plaquetas
disminuido o reducido esta inducida por una medicacion o farmaco (por ejemplo, trombocitopenia inducida por
medicacion, trombocitosis inducida por quimioterapia). Los ejemplos de medicaciones o farmacos que reducen el
recuento de plaquetas se pueden seleccionar de agentes quimioterapéuticos, agentes antiinflamatorios no
esteroideos, sulfonamidas, vancomicina, clopidogrel, inhibidores de glucoproteina llb/llla, interferones, acido
valproico, abciximab, linezolida, famotidina, mebeverina, bloqueantes de histamina, agentes alquilantes, heparina,
alcohol, y antibiéticos. En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, los agentes quimioterapéuticos se
pueden seleccionar de cisplatino (CDDP), carboplatino, procarbacina, mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina,
ifosfamida, melfalan, clorambucilo, busulfan, nitrosurea, dactinomicina, daunorubicina, doxorubicina, bleomicina,
plicomicina, mitomicina, etopdsido (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes de unién al receptor de estrégeno, taxol,
gemcitabien, navelbina, inhibidores de farnesil-proteina transferasa, transplatino, 5-fluorouracilo, vincristina,
vinblastina y metotrexato, Temazolomida (una forma acuosa de DTIC), o cualquier analogo o derivado variante de
los anteriores.

En ciertas formas de realizacién de los métodos como se divulgan en el presente documento, el polipéptido tirosil-
ARNt sintetasa comprende una tirosil-ARNt sintetasa de mamifero, incluyendo una tirosil-ARNt sintetasa de
mamifero truncada en su extremo C. En ciertos de los métodos proporcionados en el presente documento, el
polipéptido tirosil- ARNt sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 0 14,
en donde aproximadamente 1-50 residuos de aminoacidos estan truncados de su extremo C. En ciertos de los
métodos divulgados en el presente documento, el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 o0 14, en donde aproximadamente 50-100 residuos de aminoacidos
estan truncados de su extremo C. En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, el polipéptido tirosil-
ARNt sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 o 14, en donde
aproximadamente 100-150 residuos de aminoacidos estan truncados de su extremo C. En ofras formas de
realizacion de la presente divulgacion, el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 0 10, en donde aproximadamente 150-200 residuos de aminoacidos estan truncados de
su extremo C. En otras formas de realizacion de la presente divulgacion, el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, o 10, en donde aproximadamente 200-250
residuos de aminodacidos estan truncados de su extremo C. Ejemplos particulares de polipéptidos tirosil-ARNt
sintetasa truncados C-terminalmente incluyen polipéptidos que comprenden o consisten en los aminoacidos 1-343,
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aminoacidos 1-344, aminoacidos 1-350, aminoacidos 1-353, o aminoacidos 1-364 de la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 1, 2 o 3. Ejemplos adicionales de polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa truncados C-
terminalmente incluyen los polipéptidos de SEQ ID NO: 3y 8.

En ciertas formas de realizacién de los métodos divulgados en el presente documento, el polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa comprende una tirosil-ARNt sintetasa de mamifero truncada en su extremo N. En ciertos de los métodos
divulgados en el presente documento, el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 o0 14, en donde aproximadamente 1-50 residuos de aminoacidos estan truncados
de su extremo N. En ciertos de los métodos proporcionados en el presente documento, el polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 o 14, en donde
aproximadamente 50-100 residuos de aminoacidos estan truncados de su extremo N. En ciertas formas de
realizacion de la presente divulgacion, el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 o 14, en donde aproximadamente 100-150 residuos de aminoacidos estan
truncados de su extremo N. En otras formas de realizacion de la presente divulgacion, el polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, o 10, en donde aproximadamente
150-200 residuos de aminoacidos estan truncados de su extremo N. En otras formas de realizaciéon de la presente
divulgacion, el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6,
8, 0 10, en donde aproximadamente 200-250 residuos de aminoacidos estan truncados de su extremo N. Ejemplos
particulares de polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa truncados N-terminalmente incluyen los polipéptidos de SEQ ID
NO: 6,10, 12y 14.

En ciertos de los métodos descritos en el presente documento, el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa se selecciona de:
(a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en donde la alanina en posicion 341 no esta sustituida con una tirosina; (b)
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 90% idéntica a la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en donde la alanina en posicién 341 no esta sustituida con una tirosina; (c)
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 95% idéntica a la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en donde la alanina en posicion 341 no esta sustituida con una tirosina; (d)
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 98% idéntica a la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en donde la alanina en posicion 341 no esta sustituida con una tirosina; y
(e) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2.

En ciertas formas de realizacién de los métodos divulgados en el presente documento, el polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa se selecciona de: (a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 80%
idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, o 14; (b) un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, 0 14; (c) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el
95% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, o 14; (d) un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 98% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, 0 14; y (e) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, 0 14.

Ademas de los métodos descritos en el presente documento, ciertas formas de realizacion de la presente
divulgacion abarcan composiciones adaptadas para la administracion que comprenden un excipiente y/o soporte
fisioldgicamente aceptable y una concentracion trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa,
como se describe en el presente documento, en donde la composicién es capaz de estimular trombopoyesis (es
decir, aumentar o mantener el recuento de plaquetas en un sujeto), estimular la proliferacion y/o diferenciacion de
megacariocitos, y/o estimular la proliferacion de neutréfilos en un sujeto. En ciertas composiciones divulgadas en el
presente documento, el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa comprende una tirosil-ARNt sintetasa de mamifero
truncada en su extremo C, como se ha descrito anteriormente y en otra parte en el presente documento. En ciertas
composiciones divulgadas en el presente documento, el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa comprende una tirosil-
ARNt sintetasa de mamifero truncada en su extremo N, como se ha descrito anteriormente y en otra parte en el
presente documento.

En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, las composiciones trombopoyéticas descritas en el
presente documento comprenden un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa seleccionado de: (a) un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 2, en donde la alanina en posicion 341 no esta sustituida con una tirosina; (b) un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 90% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 2, en donde la alanina en posicion 341 no esta sustituida con una tirosina; (c) un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 2, en donde la alanina en posicion 341 no esta sustituida con una tirosina; (d) un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 98% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 2, en donde la alanina en posicién 341 no esta sustituida con una tirosina; y (e) un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2.
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En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, las composiciones trombopoyéticas descritas en el
presente documento comprenden un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa seleccionado de: (a) un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, 0 14; (b) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el
90% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, o 14; (c) un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 95% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, o0 14; (d) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos
el 98% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, 0 14; y (e) un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, o 14.

En ciertas formas de realizacion divulgadas en el presente documento, las composiciones de la presente divulgacion
comprenden ademas un segundo polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, incluyendo en donde los dos polipéptidos tirosil-
ARNI sintetasa forman un dimero. En ciertos aspectos de la presente divulgacion, el dimero es un homodimero. En
otros aspectos de la presente divulgacion, el dimero es un heterodimero, tal como un heterodimero entre un
polipéptido tirosil-ARNt sintetasa de longitud completa y un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado. En ciertas
formas de realizacién divulgadas en el presente documento, las composiciones de la presente divulgacion
comprenden ademas un polipéptido heterélogo, en donde el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa y el polipéptido
heterélogo forman un heterodimero, tal como un heterodimero bifuncional.

En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, las composiciones trombopoyéticas divulgadas en el
presente documento comprenden un excipiente y/o soporte fisioldgicamente aceptable y una concentracion
trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa quimérico, en donde el polipéptido quimérico
comprende dos o mas fragmentos biolégicamente activos de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, en donde los dos
o mas fragmentos comprenden al menos 10 aminoacidos contiguos de un polipéptido YRS, en donde los dos o mas
fragmentos estan unidos para formar un polipéptido quimérico, y en donde el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa
quimérico es capaz de estimular trombopoyesis y/o aumentar el recuento de plaguetas en un sujeto.

En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, las composiciones trombopoyéticas divulgadas en el
presente documento comprenden un excipiente y/o soporte fisioldgicamente aceptable y una concentracion
trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa quimérico, en donde el polipéptido quimérico
comprende (a) uno o mas fragmentos biolégicamente activos de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, en donde el
uno o mas fragmentos comprenden al menos 10 aminoacidos contiguos de un polipéptido YRS; y (b) uno o mas
polipéptidos heterdlogos, en donde el uno o mas fragmentos de (a) y el uno o mas polipéptidos heterdlogos de (b)
estan unidos para formar un polipéptido quimérico, y en donde el polipéptido quimérico es capaz de estimular
trombopoyesis (es decir, aumentar o mantener el recuento de plaquetas en un sujeto), estimular la proliferacién y/o
diferenciacion de megacariocitos, y/o estimular la proliferacion de neutréfilos en un sujeto.

Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion se refieren a métodos de estimular la proliferacion y/o
diferenciacion de células progenitoras de megacariocitos tempranas, que comprenden incubar un cultivo de células
madre hematopoyéticas con un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa durante un tiempo suficiente para permitir la
proliferacion de las células progenitoras de megacariocitos tempranas, estimulando de esta manera la proliferacion
y/o diferenciacion de células progenitoras de megacariocitos tempranas. En ciertas formas de realizaciéon de la
presente divulgacion, el método se realiza ex vivo o in vitro. En ciertas formas de realizacion de la presente
divulgacion, el cultivo se obtiene de médula 6sea. En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, el
cultivo se obtiene de sangre de cordon umbilical. En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, tales
métodos comprenden ademas administrar las células a un sujeto en necesidad de ello.

Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion se refieren a métodos de estimular la migracién de una
célula que expresa CXCR-2, que comprenden poner en contacto la célula con un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa,
estimulando de esta manera la migracion de la célula que expresa CXCR-2. En ciertas formas de realizacion de la
presente divulgacion, el paso de poner en contacto la célula se produce in vitro o ex vivo. En ciertas formas de
realizacion de la presente divulgacion, el paso de poner en contacto comprende administrar a un sujeto en
necesidad de ello una composicién que comprende una concentracion eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa.

Ciertas formas de realizacién de la presente divulgacion se refieren a métodos de reducir inflamacion pulmonar y/o
sus sintomas, en un sujeto que comprenden administrar al sujeto una concentracion eficaz de un polipéptido tirosil-
ARNt sintetasa, reduciendo de esta manera la inflamacion pulmonar y/o sus sintomas, en el sujeto. En ciertas
formas de realizacion de la presente divulgacion, el sujeto tiene una enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC). En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, la administracion del polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa es eficaz para alcanzar la desensibilizacion de neutréfilos circulantes a un alergeno.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la tirosil-ARNt sintetasa humana (SEQ ID
NO: 1).
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La figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos de una variante Y341A de tirosil-ARNt sintetasa humana de
longitud completa (SEQ ID NO: 2).

La figura 3 muestra la secuencia de aminoacidos de una tirosil-ARNt sintetasa humana C-terminalmente truncada
(aminoacidos 1-364) que tiene actividad trombopoyética (SEQ ID NO: 3).

La figura 4 muestra una secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos de longitud completa
de tirosil-ARNt sintetasa humana (SEQ ID NO: 4).

Las figuras 5(a) y 5(b) muestran los efectos in vivo sobre el nUmero de plaquetas después de la administracion de
una tirosil-ARNt sintetasa humana truncada. Para la figura 5(a), se inyectaron ratones por via subcutanea dos veces
al dia durante siete dias con 1, 3 y 10 ug/kg de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa C-terminalmente truncado (SEQ
ID NO: 3) que tiene una etiqueta C-terminal de ocho aminoacidos, L-E-H-H-H-H-H-H (SEQ ID NO: 5), y se determiné
el recuento de plaquetas al final del estudio. Para la figura 5(b), se inyectaron ratones por via subcutanea dos veces
al dia durante 7 dias con 3 pg/kg del mismo polipéptido C-terminalmente truncado que en la figura 5(a), y el recuento
de plaquetas se determind al final del estudio.

La figura 6 muestra los efectos in vivo sobre el numero de megacariocitos después de la administracion de un
polipéptido tirosil-ARNt sintetasa humana C-terminalmente truncado (SEQ ID NO: 3) que tiene una etiqueta C-
terminal de ocho aminoécidos, L-E-H-H-H-H-H-H (SEQ ID NO: 5). Los animales se inyectaron por via subcutanea
dos veces al dia con 3 y 300 pg/kg de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa de SEQ ID NO: 3 que tiene una etiqueta
C-terminal de ocho aminoacidos (SEQ ID NO: 5) durante 6 dias y se examinaron la histologia de la médula ésea y el
bazo al final del estudio.

La figura 7 muestra la secuencia de aminoacidos de la variante de ayuste de la tirosil-ARNt sintetasa humana SP1
(SEQ ID NO: 6), que representa una variante N-terminalmente truncada de la secuencia del polipéptido YRS de tipo
salvaje de longitud completa. La variante de ayuste SP1 tiene 8 o 9 aminoacidos N-terminales que no muestran
similitud de secuencia con la secuencia de tipo salvaje. “X” representa cualquier aminoacido.

La figura 8 muestra la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 7) que codifica el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa
humana SP1 de SEQ ID NO: 6.

La figura 9 muestra la secuencia de aminoacidos de la variante de ayuste de la tirosil-ARNt sintetasa humana SP2
(SEQ ID NO: 8), que representa una variante C-terminalmente truncada de la secuencia del polipéptido YRS de tipo
salvaje de longitud completa. La variante SP2 tiene aproximadamente 35 aminoacidos C-terminales que no
muestran similitud de secuencia con la secuencia de tipo salvaje. “X” representa cualquier aminoacido.

La figura 10 muestra la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 9) que codifica el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa
humana SP2 de SEQ ID NO: 8.

La figura 11 muestra la secuencia de aminoacidos de la variante de ayuste de la tirosil-ARNt sintetasa humana SP3
(SEQ ID NO: 10), que representa una variante N-terminalmente truncada de la secuencia del polipéptido YRS de
tipo salvaje de longitud completa.

La figura 12 muestra la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 11) que codifica el polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa humana SP3 de SEQ ID NO: 10.

La figura 13 muestra la secuencia de aminoacidos de la variante de ayuste de la tirosil-ARNt sintetasa humana SP4
(SEQ ID NO: 12), que representa una variante N-terminalmente truncada de la secuencia del polipéptido YRS de
tipo salvaje de longitud completa.

La figura 14 muestra la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 13) que codifica el polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa humana SP4 de SEQ ID NO: 12.

La figura 15 muestra la secuencia de aminoacidos de la variante de ayuste de la tirosil-ARNt sintetasa humana SP5
(SEQ ID NO: 14), que representa una variante N-terminalmente truncada de la secuencia del polipéptido YRS de
tipo salvaje de longitud completa. La variante SP5 tiene aproximadamente 8 aminoacidos N-terminales que no
muestran similitud de secuencia con la secuencia de tipo salvaje. “X” representa cualquier aminoacido.

La figura 16 muestra la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 15) que codifica el polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa humana SP5 de SEQ ID NO: 14.

La figura 17 ilustra el ayuste de gen alternativo de la tirosil-ARNt sintetasa humana de tipo salvaje (WT),
representada por la secuencia de ADNc de variantes de ayuste alternativos SP1 a SP5.
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La figura 18 proporciona la anotacion de NCBI de las secuencias de ADNc para las variantes de ayuste de tirosil
ARNt sintetasa humana SP1 a SP5.

La figura 19 representa el alineamiento de la secuencia de proteina de los marcos abiertos de lectura predichos y
descritos para los polipéptidos YRS SP1 a SP5 comparados con el polipéptido YRS humano de longitud completa.

La figura 20 muestra la actividad trombopoyética de polipéptidos YRS en ratas (véase el ejemplo 4).

La figura 21 muestra la migracion de megacarioblastos MO7e en respuesta a estimulacion por polipéptidos YRS
(véase el ejemplo 5).

La figura 22 muestra que los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa fomentan la adhesion celular de células THP-1 a
monocapas endoteliales de células HUVEC-2 (véase el ejemplo 6).

La figura 23 muestra que los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa aumentan la expresion de la molécula de adhesion
VCAM-1 en monocapas endoteliales de células HUVEC-2 (véase el ejemplo 6).

La figura 24 muestra que los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa estimulan la migraciéon de lineas celulares 293 y
CHO transfectadas con el receptor CXCR-2 (véase el ejemplo 7). El grafico izquierdo en la figura 24 muestra los
resultados para células 293/CXCR-2, y el grafico derecho en la figura 24 muestra los resultados para las células
CHO/CXCR-2.

La figura 25 muestra los efectos estimuladores de polipéptidos YRS sobre la migracion de células
polimorfonucleares (PMN) (véase el ejemplo 8).

La figura 26 muestra los efectos de polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa sobre células progenitoras de megacariocitos
en cultivos de células de médula 6sea, medido por el nimero de colonias (véase el ejemplo 10). La figura 26(A)
muestra los efectos estimuladores de polipéptidos YRS sobre la formacion de colonias de progenitores de linaje
restringido primitivos, o progenitores tempranos, y las figuras 26(B) y (C) muestran los efectos inhibidores de
polipéptidos YRS sobre los progenitores intermedios relativamente maduros (B) y progenitores tardios (C),
respectivamente.

Descripcion detallada
La presente invenciéon es como se define en las reivindicaciones.

La presente divulgacion se refiere al inesperado descubrimiento de que polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa (YSR),
incluyendo truncamientos y variantes de los mismos, son capaces de mimetizar y estimular el proceso de
trombopoyesis normal y, por tanto, poseen actividad trombopoyética terapéuticamente beneficiosa. Ciertas formas
de realizacion de la presente divulgacion, por tanto, se refieren al uso de polipéptidos YRS para estimular el proceso
de trombopoyesis natural, y aumentar de esta manera la produccion de plaquetas en sujetos en necesidad de ello,
tal como sujetos que padecen una afeccidon asociada con trombocitopenia (es decir, recuento de plaquetas
reducido). Las ventajas del uso de polipéptidos YRS sobre otros tratamientos incluyen, por ejemplo, un mecanismo
de accion diferente que los tratamientos tradicionales, sinergia con sefializacion de trombopoyetina, mayor potencia,
y los beneficios asociados con usar una molécula desinmunizada (por ejemplo, sin impacto de potencial respuesta
inmunitaria adversa contra trombopoyetina). Otras ventajas seran aparentes a un experto en la materia.

La practica de la presente divulgacién empleara, a menos que se indique especificamente lo contrario, métodos
convencionales de biologia molecular y técnicas de ADN recombinante dentro de la capacidad de la técnica, muchas
de las cuales se describen posteriormente con el propdsito de ilustracion. Tales técnicas se explican por completo en
la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 Edicion, 1989);
Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982); DNA Cloning: A Practical Approach, vol. | & Il (D.
Glover, ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. Hames & S. Higgins, eds.,
1985); Transcription and Translation (B. Hames & S. Higgins, eds., 1984); Animal Cell Culture (R. Freshney, ed.,
1986); A Practical Guide to Molecular Cloning (B. Perbal, ed., 1984).

Definiciones

A menos que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado comunmente entendido por los expertos en la materia a la que la presente divulgacion
pertenece. Aunque se puede usar cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o ensayo de la presente divulgacion, se describen métodos y materiales
preferidos. Para los fines de la presente divulgacion, los siguientes términos se definen a continuacion.
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Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para referirse a uno o mas de uno (es decir, a al menos
uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento.

Mediante “aproximadamente” se quiere decir una cantidad, nivel, valor, nimero, frecuencia, porcentaje, dimension,
tamafio, cantidad, peso o longitud que varia en tanto como el 30, 25, 20, 25, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1% respecto a
una cantidad, nivel, valor, numero, frecuencia, porcentaje, dimension, tamafo, cantidad, peso o longitud de
referencia.

El término “fragmento biolégicamente activo”, como se aplica a fragmentos de un secuencia polinucleotidica o
polipeptidica de referencia, se refiere a un fragmento que tiene al menos aproximadamente el 0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 110, 120,
150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000% o mas de la actividad de una secuencia de referencia. Incluidos
dentro del ambito de la presente divulgacion estan fragmentos biolégicamente activos de al menos
aproximadamente 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180,
200, 220, 240, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, o mas nucleétidos o residuos de aminoacidos contiguos en
longitud, incluyendo todos los numeros enteros entre ellos, que comprenden o codifican una actividad
trombopoyética de un polinucleétido o polipéptido de referencia, tal como las secuencias de polipéptidos de
referencia de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, y 14, o las secuencias de nucledtidos de referencia de SEQ ID NO: 4,
7,9, 11,13, y 15. Los ejemplos particulares de fragmentos biolégicamente activos incluyen, pero no esta limitados a,
polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa C-terminalmente truncados que comprenden o consisten en los aminoacidos 1-
343, aminoacidos 1-344, aminoacidos 1-350, aminoacidos 1-353, o aminoacidos 1-364 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, ademas de los polipéptidos de SEQ ID NO: 3 y 6. Los ejemplos
adicionales de fragmentos bioldgicamente activos incluyen, pero no estan limitados, a polipéptidos tirosil-ARNt
sintetasa N-terminalmente truncados que comprenden o consisten en las secuencias de aminoacidos mostradas en
SEQ ID NO: 6, 10, 12 y 14. Los fragmentos biolégicamente activos representativos en general participan en una
interaccion, por ejemplo, una interaccion intramolecular o intermolecular. Una interaccion intermolecular puede ser
una interaccion de unién especifica o una interaccion enzimatica. Una interaccion intermolecular puede ser entre un
polipéptido YRS y una molécula diana, tal como una molécula diana implicada en regular el proceso de
trombopoyesis. Los fragmentos biolégicamente activos de un polipéptido YRS incluyen fragmentos polipeptidicos
que comprenden secuencias de aminoacidos con suficiente similitud o identidad a, o que derivan de, las secuencias
de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, o 14, incluyendo partes trombopoyéticamente
eficaces de las mismas, o estan codificadas por una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4,7, 9, 11, 13,y 15.

Mediante “secuencia codificante” se quiere decir cualquier secuencia de acido nucleico que contribuye al cadigo
para el producto polipeptidico de un gen. En contraste, el término “secuencia no codificante” se refiere a cualquier
secuencia de acido nucleico que no contribuye al codigo para el producto polipeptidico de un gen.

A lo largo de esta especificacion, a menos que el contexto requiera otra cosa, las palabras “comprender”,
“comprende” y “que comprende” se entendera que implican la inclusiéon de un paso o elemento o grupo de pasos o
elementos indicados, pero no la exclusion de cualquier otro paso o elemento o grupo de pasos o elementos.

Mediante “consistir en” se quiere decir que incluye, y limitado a, lo que sigue a la frase “consistir en”. Por tanto, la
frase “que consiste en” indica que los elementos enumerados son necesarios u obligatorios, y que ningun otro
elemento puede estar presente. Mediante “consistir esencialmente en” se quiere decir que incluye cualquier
elemento enumerado después de la frase, y limitado a otros elementos que no interfieren con o contribuyen a la
actividad o accion especificada en la divulgacion para los elementos enumerados. Por tanto, la frase “que consiste
esencialmente en” indica que los elementos enumerados son necesarios u obligatorios, pero que otros elementos
son opcionales y pueden o no estar presentes dependiendo de si afectan o no la actividad o accién de los elementos
enumerados.

Los términos “complementario” y “complementariedad” se refieren a polinucleétidos (es decir, una secuencia de
nucledtidos) relacionados por las reglas de apareamiento de bases. Por ejemplo, la secuencia “A-G-T”, es
complementaria a la secuencia “T-C-A”. La complementariedad puede ser “parcial”, en la que solo algunas de las
bases de los acidos nucleicos estan apareadas segun las reglas de apareamiento de bases. O, puede ser
complementariedad “completa” o “total” entre los acidos nucleicos. El grado de complementariedad entre hebras de
acido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficacia y fuerza de hibridacion entre hebras de acido nucleico.

Mediante “corresponde a” o “correspondiente a” se quiere decir (a) un polinucledtido que tiene una secuencia de
nucledtidos que es sustancialmente idéntica o complementaria a todo o una parte de una secuencia de
polinucleétido de referencia o que codifica una secuencia de aminoacidos idéntica a una secuencia de aminoacidos
en un péptido o proteina; o (b) un péptido o polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es
sustancialmente idéntica a una secuencia de aminoacidos en un péptido o proteina de referencia.

Mediante “derivado” se quiere decir un polipéptido que se ha derivado de la secuencia basica por modificacion, por
ejemplo, por conjugacion o formacion de complejos con ofras fracciones quimicas (por ejemplo, pegilacién) o por
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técnicas de modificacion postraduccional como se entenderia en la técnica. El término “derivado” también incluye en
su ambito alteraciones que se han hecho a una secuencia parental incluyendo adiciones o deleciones que
proporcionan moléculas funcionalmente equivalentes.

Como se usan en el presente documento, los términos “funcion” y “funcional” y similares se refieren a una funcion
bioldgica, enzimatica o terapéutica.

Mediante “gen” se quiere decir una unidad de herencia que ocupa un locus especifico en un cromosoma y consiste
en secuencias reguladoras transcripcionales y/o traduccionales y/o una region codificante y/o secuencias no
traducidas (por ejemplo, intrones, secuencias no traducidas en 5’y 3’).

“Homologia” se refiere al numero en porcentaje de aminoacidos que son idénticos o constituyen sustituciones
conservadoras. La homologia se puede determinar usando programas de comparacion de secuencias tal como GAP
(Deveraux et al., 1984, Nucleic Acids Research 12, 387-395). De esta manera secuencias de una longitud similar o
sustancialmente diferentes a las citadas en el presente documento se podrian comparar por insercion de huecos en
el alineamiento, tales huecos estan determinados, por ejemplo, por el algoritmo de comparacion usado por GAP.

El término “célula huésped” incluye una célula individual o cultivo de células que puede ser o ha sido receptor de
cualquier vector recombinante o polinucleétido aislado de la presente divulgacion. Las células huésped incluyen la
progenie de una unica célula huésped, y la progenie puede no ser necesariamente idéntica por completo (en
morfologia o en complemento de ADN total) a la célula parental original debido a mutacién y/o cambio natural,
accidental o deliberado. Una célula huésped incluye células transfectadas o infectadas in vivo o in vitro con un vector
recombinante o un polinucledtido de la presente divulgacion. Una célula huésped que comprende un vector
recombinante de la presente divulgacion es una célula huésped recombinante.

Mediante “aislado” se quiere decir material que esta sustancial o esencialmente libre de componentes que
normalmente lo acompafian en su estado nativo. Por ejemplo, un “polinucleétido aislado”, como se usa en el
presente documento, se refiere a un polinucleétido, que se ha purificado de las secuencias que lo flanquean en un
estado natural, por ejemplo, un fragmento de ADN que se ha retirado de las secuencias que estan normalmente
adyacentes al fragmento. Alternativamente, un “péptido aislado” o un “polipéptido aislado” y similares, como se usa
en el presente documento, se refiere a aislamiento y/o purificacion in vitro de una molécula de péptido o polipéptido
de su medio celular natural, y de la asociacién con otros componentes de la célula, es decir, no esta asociado con
sustancias in vivo.

Mediante “obtenido de” se quiere decir que una muestra tal como, por ejemplo, un extracto de polinucledtido o
extracto de polipéptido se aisla de, o deriva de, una fuente particular del sujeto. Por ejemplo, el extracto se puede
obtener de un tejido o un fluido biolégico aislado directamente del sujeto.

El término “oligonucledtido” como se usa en el presente documento se refiere a un polimero compuesto de una
multiplicidad de residuos de nucledtidos (desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, o variantes estructurales
relacionadas o analogos sintéticos de los mismos) unidos a través de enlaces fosfodiéster (o variantes estructurales
relacionadas o analogos sintéticos del mismo). Por tanto, mientras el término “oligonucleétido” tipicamente se refiere
a un polimero de nucleétidos en el que los residuos de nucledtidos y enlaces entre ellos son naturales, se entendera
que el término también incluye en su ambito varios analogos incluyendo, pero no restringido a, acidos péptido
nucleicos (APN), fosforamidatos, fosforotioatos, metilfosfonatos, acidos 2-O-metilribonucleicos, y similares. El
tamafio exacto de la molécula puede variar dependiendo de la aplicacién particular. Un oligonucleétido es
tipicamente bastante corto de longitud, generalmente desde aproximadamente 10 a 30 residuos de nucleétidos, pero
el término se puede referir a moléculas de cualquier longitud, aunque el término “polinucleétido” o “acido nucleico”
tipicamente se usa para oligonucleétidos grandes.

El término “operativamente unido” como se usa en el presente documento significa colocar un gen estructural bajo el
control regulador de un promotor, que entonces controla la transcripcion y opcionalmente la traduccién del gen. En la
construccion de combinaciones promotor heterdlogo/gen estructural, generalmente se prefiere colocar la secuencia
genética o promotor a una distancia del sitio de inicio de la transcripcion del gen que sea aproximadamente igual a la
distancia entre esa secuencia genética o promotor y el gen que controla en su marco natural; es decir, el gen del que
deriva la secuencia genética o promotor. Como se sabe en la técnica, se puede acomodar alguna variacién en esta
distancia sin pérdida de funcion. De forma similar, el posicionamiento preferido de un elemento de secuencia
regulador con respecto a un gen heterélogo que se va a colocar bajo su control se define por el posicionamiento del
elemento en su marco natural; es decir, los genes de los que deriva.

La relacion “polinucleétido” o “acido nucleico” como se usa en el presente documento designa ARNm, ARN, ARNCc,
ADNc o ADN. El término tipicamente se refiere a una forma polimérica de nucleétidos de al menos 10 bases de
longitud, sean ribonucleétidos o desoxirribonucledtidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucledtidos. El
término incluye formas monocatenarias y bicatenarias de ADN.
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Los términos “variante de polinucledtido” y “variante” y similares se refieren a polinucledtidos que muestran
sustancial identidad de secuencia con una secuencia de polinucleétido de referencia o polinucleétidos que hibridan
con una secuencia de referencia en condiciones rigurosas que se definen posteriormente en el presente documento.
Estos términos también abarcan polinucleétidos que se distinguen de un polinucleétido de referencia por la adicion,
delecion o sustitucion de al menos un nucleétido. Segun esto, los términos “variante de polinucleétido” y “variante”
incluyen polinucledtidos en los que uno o mas nucledtidos se han afiadido o delecionado, o sustituido con
nucledtidos diferentes. A este respecto, se entiende bien en la técnica que se pueden hacer ciertas alteraciones
inclusivas de mutaciones, adiciones, deleciones y sustituciones a un polinucledtido de referencia por lo cual el
polinucleétido alterado retiene la funciéon o actividad bioldgica del polinucledtido de referencia. Las variantes de
polinucleétidos incluyen, por ejemplo, polinucleétidos que tienen al menos el 50% (y de al menos el 51% hasta al
menos el 99% y todos los porcentajes en nuimeros enteros entre medias) de identidad de secuencia con la
secuencia mostrada en SEQ ID NO: 4, o partes de la misma que codifican un fragmento biolégicamente activo de un
polipéptido tirosil-ARNt sintetasa trombopoyético. Los términos “variante de polinucleétido” y “variante” también
incluyen variantes alélicas naturales.

“Polipéptido”, “fragmento polipeptidico”, “péptido” y “proteina” se usan de forma intercambiable en el presente
documento para referirse a un polimero de residuos de aminoacidos y a variantes y analogos sintéticos de los
mismos. Por tanto, estos términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de
aminoacidos son aminoacidos sintéticos no naturales, tal como un analogo quimico de un aminoacido natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos naturales.

Los términos “tirosina ARN sintetasa y “tirosil-ARNt sintetasa” se usan de forma intercambiable en el presente
documento, y se refieren a un polipéptido “YRS” de la presente divulgacion.

Como se divulga en el presente documento, las relaciones “polipéptidos YRS”, “fragmentos polipeptidicos YRS”,
“polipéptidos YRS truncados” o “variantes de los mismos” abarcan, sin limitacion, polipéptidos que tienen la
secuencia de aminoacidos que comparte al menos el 50% (y de al menos el 51% hasta al menos el 99% y todos los
porcentajes en numeros enteros entre medias) de identidad de secuencia con una secuencia de referencia mostrada
en cualquiera de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, o 14, incluyendo fragmentos biolégicamente activos de los
mismos, tal como fragmentos que tienen al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200 o
mas aminoacidos contiguos de las secuencias de referencia, incluyendo todos los nimeros enteros entre medias.
Estas relaciones abarcan ademas variaciones alélicas naturales de polipéptidos YRS que pueden existir y producirse
de un género o especie a otra.

Como se divulga en el presente documento, polipéptidos YRS, incluyendo truncamientos y/o variantes de los
mismos, abarcan polipéptidos que muestras al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%, 900%, 1000%
o mas de la actividad bioldgica especifica de un polipéptido YRS de referencia (es decir, tal como que tiene una
actividad trombopoyética en un sujeto o in vitro). Para los fines de la presente divulgacion, la actividad biolégica
relacionada con YRS se puede cuantificar, por ejemplo, midiendo la capacidad de un polipéptido YRS de bien
aumentar el recuento de plaquetas en un sujeto, o aumentar el nimero de megacariocitos en un sujeto (véase, por
ejemplo, el ejemplo 1). Ademas, se describen modelos animales adecuados para medir la produccion de plaquetas
humanas en Suzuki et al., European Journal of Haemotology 78:123-130, 2007. Los modelos adecuados in vitro
para medir actividad trombopoyética se describen en el ejemplo 2, y ademas incluyen ensayar la formacion de
colonias de megacariocitos, como se ejemplifica en Dessypris et al., Exp Hematol. 18:754-7, 1990. Como se divulga
en el presente documento, polipéptidos YRS, incluyendo truncamientos y/o variantes de los mismos, que tienen
sustancialmente actividad biolégica reducida relativa a un polipéptido YRS de referencia de tipo salvaje son los que
muestran menos de aproximadamente el 25%, el 10%, el 5% o el 1% de la actividad especifica de YRS de tipo
salvaje.

La relacion “variante” de polipéptido se refiere a polipéptidos que se distinguen de un polipéptido de referencia por la
adicion, delecion o sustitucion de al menos un residuo de aminoacido. En ciertas formas de realizacion de la
presente divulgacion, una variante de polipéptido se distingue de un polipéptido de referencia por una o mas
sustituciones, que pueden ser conservadoras o no conservadoras. En ciertas formas de realizacién de la presente
divulgacion, la variante de polipéptido comprende sustituciones conservadoras y, a este respecto, se entiende bien
en la técnica que algunos aminoacidos se pueden cambiar por otros con propiedades ampliamente similares sin
cambiar la naturaleza de la actividad del polipéptido. Las variantes polipeptidicas también abarcan polipéptidos en
los que uno o mas aminoacidos se han afiadido o delecionado, o sustituido con diferentes residuos de aminoacidos.

La presente divulgacion contempla el uso en los métodos descritos en el presente documento de variantes de
polipéptidos YRS de longitud completa (por ejemplo, un polipéptido de longitud completa que tiene una sustitucion
Y341A), fragmentos truncados de polipéptidos YRS de longitud completa, variantes de fragmentos truncados, asi
como sus fragmentos biolégicamente activos relacionados. Tipicamente, los fragmentos biolégicamente activos de
un polipéptido YRS pueden participar en una interaccidon, por ejemplo, una interaccion intramolecular o
intermolecular. Una interaccién intermolecular puede ser una interaccion de unién especifica o una interaccion
enzimatica (por ejemplo, la interaccion puede ser transitoria y un enlace covalente se forma o rompe). Los
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fragmentos biolégicamente activos de un polipéptido YRS incluyen péptidos que comprenden secuencias de
aminoacidos suficientemente similares a, o derivadas de, las secuencias de aminoacidos de una (putativa)
secuencia de polipéptido YRS de longitud completa, tal como SEQ ID NO: 1, o partes de la misma, tal como los
polipéptidos de SEQ ID NO: 3, 6, 8, 10, 12, y 14. Tipicamente, los fragmentos biolégicamente activos comprenden
un dominio o motivo con al menos una actividad de un polipéptido YRS y pueden incluir uno o mas (y en algunos
casos todos) de los varios dominios activos, e incluyen fragmentos que tienen una actividad trombopoyética. En
algunos casos, los fragmentos bioldgicamente activos de un polipéptido YRS tienen una actividad biolégica (por
ejemplo, actividad trombopoyética) que es Unica al fragmento particular, truncado, de modo que el polipéptido YRS
de longitud completa puede no tener esa actividad. En ciertos casos, la actividad bioldgica se puede revelar
separando el fragmento de polipéptido YRS biolégicamente activo de las otras secuencias del polipéptido YRS de
longitud completa, o alterado ciertos residuos (por ejemplo, Y341A) de la secuencia del polipéptido de tipo salvaje
YRS de longitud completa para desenmascarar los dominios trombopoyéticamente activos. Como se divulga en el
presente documento, un fragmento biolégicamente activo de un polipéptido YRS truncado puede ser un fragmento
polipeptidico que tiene, por ejemplo, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 320, 340,
360, 380, 400 o mas aminoacidos contiguos, incluyendo todos los numeros enteros entre medias, de las secuencias
de aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, o 14. En ciertas formas de realizacion de la presente
divulgaciéon, un fragmento biolégicamente activo comprende una secuencia, dominio o motivo que estimula
trombopoyesis. Adecuadamente, el fragmento biolégicamente activo tiene no menos de aproximadamente el 1%,
10%, 25%, 50% de una actividad del polipéptido de tipo salvaje del que deriva.

Las relaciones “identidad de secuencia” o, por ejemplo, que comprende una “secuencia el 50% idéntica a”, como se
usa en el presente documento, se refiere al nivel que las secuencias son idénticas en una base nucleétido a
nucledtido o una base aminoacido a aminoacido sobre una ventana de comparacién. Por tanto, un “porcentaje de
identidad de secuencia” se puede calcular comparando dos secuencias éptimamente alineadas sobre la ventana de
comparacion, determinando el nimero de posiciones en las que se producen la base de acido nucleico idéntica (por
ejemplo, A, T, C, G, I) o el residuo de aminoacido idéntico (por ejemplo, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, lle, Phe,
Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, GIn, Cys y Met) en ambas secuencias para dar el nimero de posiciones
coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de
comparacion (es decir, el tamafio de la ventana) y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de
identidad de secuencia.

Los términos usados para describir relaciones de secuencias entre dos o mas polinucledtidos o polipéptidos incluyen
“secuencia de referencia”’, “ventana de comparacion”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de
secuencia” e “identidad sustancial”’. Una “secuencia de referencia” tiene al menos 12 pero frecuentemente de 15 a
18 y con frecuencia al menos 25 unidades monoméricas, inclusive de nucleétidos o residuos de aminoacidos, de
longitud. Puesto que dos polinucleétidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (es decir, solo una parte
de la secuencia de polinucleétido completa) que sea similar entre los dos polinucledétidos, y (2) una secuencia que es
divergente entre los dos polinucleétidos, las comparaciones de secuencia entre dos (0 mas) polinucledtidos
tipicamente se realizan comparando secuencias de los dos polinucleétidos sobre una “ventana de comparacién”
para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una “ventana de comparacion” se refiere a un
segmento conceptual de al menos 6 posiciones contiguas, habitualmente de aproximadamente 50 hasta
aproximadamente 100, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150 en las que una
secuencia se compara con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones contiguas después de que
las dos secuencias se alineen éptimamente. La ventana de comparaciéon puede comprender adiciones o deleciones
(es decir, huecos) de aproximadamente el 20% o menos comparado con la secuencia de referencia (que no
comprende adiciones o deleciones) para el alineamiento dptimo de las dos secuencias. Los alineamientos 6ptimos
de secuencias para alinear una ventana de comparacion se pueden realizar por implementaciones computarizadas
de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete de Software Wisconsin Genetics publicacion 7.0,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, EE UU) o por inspeccion y el mejor alineamiento (es
decir, que produce el mayor porcentaje de homologia en la ventana de comparacion) generado por cualquiera de los
varios métodos seleccionados, También se puede hacer referencia a la familia de programas BLAST, por ejemplo,
divulgados por Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25:3389. Se puede encontrar una discusion detallada de
analisis de secuencia en la Unidad 19.3 de Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley &
Sons Inc, 1994-1998, Capitulo 15.

Un “sujeto”, como se usa en el presente documento, incluye cualquier animal que muestra un sintoma, o esta en
riesgo de mostrar un sintoma, que se puede tratar con un polipéptido YRS trombopoyético de la presente
divulgacion. Los sujetos (pacientes) adecuados incluyen animales de laboratorio (tal como ratén, rata, conejo, o
cobaya), animales de granja, y animales domésticos o mascotas (tal como un gato o perro). Los primates no
humanos vy, preferiblemente, pacientes humanos, estan incluidos. Los sujetos tipicos incluyen animales que
muestran, o estan en riesgo de mostrar, cantidades anémalas de una o mas actividades fisioldgicas que se pueden
modular por un polipéptido trombopoyético, tal como recuentos de plaquetas disminuidos o reducidos (es decir,
trombocitopenia). Tipicamente, un sujeto que tiene trombocitopenia, o un recuento de plaquetas “reducido”, como se
usa en el presente documento, se refiere a un sujeto que tiene una disminucion en el recuento de plaquetas hasta
aproximadamente 100.000/mm?* o menor, aproximadamente 110.000/mm?® o menor, aproximadamente 120.000/mm?
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0 menor, aproximadamente 130.000/mm® o menor, aproximadamente 140.000/mm® o menor, aproximadamente
150.000/mm?* o menor, comparado con un recuento normal de plaquetas. Como se usa en el presente documento,
un recuento de plaquetas “normal” generalmente varia desde aproximadamente 150.000/mm* hasta
aproximadamente 450.000/mm® en un sujeto. Como ejemplo, un “sujeto” también puede estar a punto de someterse,
o se esta sometiendo, o se ha sometido, a un procedimiento de trasplante, tal como un trasplante de células madre o
médula ésea. Un sujeto también puede tener un trastorno o enfermedad pulmonar, tal como enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), y/o padecer una inflamacién pulmonar.

“Trombopoyesis”, como se usa en el presente documento se refiere a la formacion de plaquetas sanguineas, o
trombocitos.

Una “concentracion trombopoyéticamente eficaz” de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, como se describe en el
presente documento, se refiere a una cantidad que es capaz de “tratar’ un sujeto, tal como que es “eficaz” para
estimular o aumentar la trombopoyesis, como se mide tipicamente por niveles aumentados de plaquetas, niveles
mantenidos de plaquetas, nimeros aumentados de megacariocitos, y/o produccién aumentada de neutrdfilos.

Un “megacariocito” se refiere en general a una célula de la médula 6sea que es responsable para la produccion de
trombocitos sanguineos (es decir, plaquetas), que con necesarios para la coagulacion sanguinea normal. Los
megacariocitos tipicamente representan 1 de 10.000 células de médula dsea. Los megacariocitos derivan de células
precursoras de células madre hematopoyéticas pluripotentes en la médula 6sea. La trombopoyetina (TPO) es la
sefial principal para la produccion de megacariocitos, es decir, TPO es suficiente, pero no absolutamente necesaria
para inducir la diferenciacion de células progenitoras en médula ésea hacia un fenotipo de megacariocito final. Otras
sefiales moleculares para la diferenciacion de megacariocitos incluyen GM-CSF, IL-3, IL-6, IL-11, quimioquinas
(SDF-1, FGF-4), y eritropoyetina.

Se cree que los megacariocitos se desarrollan a través del siguiente linaje: CFU-Me (célula madre hematopoyética
pluripotente o hemocitoblasto) — megacarioblasto — promegacariocito — megacariocito. En la fase de
megacarioblasto, la célula pierde su capacidad de dividirse, pero ain es capaz de replicar su ADN y continuar el
desarrollo, volviéndose poliploide. Tras la maduracion, los megacariocitos empiezan el proceso de producir
plaquetas. La trombopoyetina desempefia un papel en inducir que el megacariocito forme pequefas prolongaciones
proto-plaquetas, o membranas internas citoplasmicas para almacenar plaguetas antes de la liberacién. Tras la
liberacion, cada una de estas prolongaciones proto-plaquetas puede dar lugar a 2000-5000 nuevas plaquetas. En
total, aproximadamente 2/3 de las plaquetas recién liberadas permaneceran en circulacién y aproximadamente 1/3
seran secuestradas por el bazo. Después de liberar las plaquetas, el nicleo celular restante tipicamente cruza la
barrera de la médula dsea a la sangre y se consume en el pulmoén por macréfagos alveolares.

Un “neutrdfilo”, o granulocito neutrdfilo, se refiere en general a un tipo abundante de glébulos blancos en seres
humanos que, junto con basdfilos y eosindfilos, forman parte de la familia de células polimorfonucleares (PMN). Los
neutrdfilos se pueden identificar facilmente seguin sus caracteristicas unicas de tincién en preparaciones histologicas
o citologicas de hematoxilina y eosina (H&E). Los neutréfilos normalmente se encuentran en el torrente sanguineo,
pero son uno del primer grupo de células inflamatorias que migran hacia los sitios de inflamacién durante la fase
inicial (es decir, aguda) de la inflamacion, principalmente como resultado de infeccion o cancer. Tipicamente, los
neutréfilos primero migran a través de los vasos sanguineos, y después a través de tejidos intersticiales, siguiendo
sefiales quimicas (por ejemplo, interleuquina-8 (IL-8), interferon gamma (IFN-gamma), y C5a) que se originan en el
sitio de la inflamacion. “Neutropenia” se refiere a la presencia de bajos recuentos de neutréfilos, que puede resultar
de un trastorno congénito (genético), se puede desarrollar debido a otras afecciones, como en el caso de anemia
aplasica o algunos tipos de leucemia. Ciertas medicaciones, tal como agentes quimioterapéuticos, también pueden
producir neutropenia. La neutropenia predispone fuertemente a infeccion. La neutropenia también puede resultar de
la colonizacién de parasitos neutrofilicos.

Mediante “aumentar” o “aumentando” o “incrementar” o “incrementando” o “estimular’ o “estimulando” se refiere en
general a la capacidad de uno o agentes o composiciones para producir o causar una mayor respuesta fisiolégica
(es decir, efectos posteriores) en una célula, comparada con la respuesta causada o bien por ningun polipéptido
YRS o una molécula/composicion control. Una respuesta fisiolégica medible puede incluir mayor crecimiento,
expansion o migracion celulares, entre otros aparentes desde el entendimiento de la técnica y la descripcion en el
presente documento. Entre otros métodos conocidos en la técnica, los ensayos de formacion de colonias in vitro
representan una manera de medir respuestas celulares a agentes divulgados en el presente documento. Una
cantidad “incrementada” o “aumentada” segun la presente divulgacion tipicamente es una cantidad
“estadisticamente significativa”, y puede incluir un aumento que es 1,1, 1,2, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30 o mas
veces (por ejemplo, 500, 1000 veces) (incluyendo todos los nimeros enteros y comas decimales entre medias y por
encima de 1), por ejemplo, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8 etc.) la cantidad producida por sin polipéptido YRS (la ausencia de un
agente) o una composicion control.

El término “reducir’ se puede relacionar en general a la capacidad de uno o mas polipéptidos YRS de la presente

divulgacién a “disminuir’ una respuesta fisioldégica o celular relevante, tal como un sintoma de una enfermedad o
afeccion (por ejemplo, inflamacion pulmonar, etc.), medida segun técnicas rutinarias en el arte diagndstico. Un
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ejemplo especifico de una respuesta relevante incluye la migracion de células inmunitarias (por ejemplo, neutrdéfilos)
a ciertos tejidos, tal como el pulmén. Otras respuestas fisiologicas o celulares relevantes (in vivo o in vitro) seran
aparentes a los expertos en la materia. Una “disminucion” en una respuesta puede ser estadisticamente
significativas comparada con la respuesta producida por sin polipéptido YRS o una composicién control.

“Migracion” se refiere a migracion celular, un proceso que se puede medir segun ensayos in vitro rutinarios, como se
describe en el presente documento y se sabe en la técnica (véase, por ejemplo, el ejemplo 8). Migracion también se
refiere a migracion in vivo, tal como la migracion de células de un tejido a otro tejido (por ejemplo, de médula ésea a
sangre periférica, o de sangre periférica a tejido pulmonar), o de un sitio en un tejido a otro sitio en el mismo tejido.
La migraciéon in vivo (por ejemplo, quimiotaxia) con frecuencia se produce en respuesta a infeccion o tejido
dafadolirritado.

“Diferenciacion” se refiere al proceso por el que una célula menos especializada (por ejemplo, pluripotente,
totipotente, multipotente, etc.) se convierte en un tipo celular mas especializado.

“Desensibilizacion” se refiere en general a la reduccion o eliminacién de una reaccion inmunitaria (patologica)
negativa de un organismo a una sustancia o estimulo, tal como un alergeno o irritante, incluyendo antigenos
exogenos, asi como “autoantigenos”. Por ejemplo, ciertas enfermedades o afecciones pulmonares se asocian con
una reaccion negativa a irritantes exégenos tal como humo, de modo que desensibilizar neutrdfilos a estos irritantes
puede prevenir (es decir, reducir el riesgo de desarrollar) o reducir tales enfermedades o afecciones, y/o sus
sintomas.

“Tratamiento” o “tratar” como se usan en el presente documento, incluye cualquier efecto deseable en los sintomas o
patologia de una enfermedad o afeccién asociada con trombocitopenia (es decir, niveles de plaquetas reducidos), o
un riesgo de desarrollar trombocitopenia, y puede incluir incluso cambios minimos o mejoras en uno o mas
marcadores medibles de la enfermedad o afeccién que se trata. “Tratamiento” o “tratar” no indica necesariamente
erradicacion completa o cura de la enfermedad o afeccion, o sintomas asociados de las mismas. El sujeto que
recibe este tratamiento es cualquier animal en necesidad, incluyendo primates, en particular seres humanos, y otros
mamiferos tal como equinos, ganado, cerdos y ovejas; y aves de corral y mascotas en general. Los marcadores
ejemplares de mejora clinica incluyen bien recuentos aumentados de plaquetas, mantenimiento de recuentos
normales de plaquetas, y/o nimeros aumentados de megacariocitos, después de la administracion de un polipéptido
YRS trombopoyético, como se describe en el presente documento.

Mediante “vector” se quiere decir una molécula de polinucleétido, preferiblemente una molécula de ADN derivada,
por ejemplo, de un plasmido, bacteriéfago, levadura o virus, en la que se puede insertar o clonar un polinucleétido.
Un vector preferiblemente contiene uno o mas sitios de restriccién Unicos y puede ser capaz de replicacion
autdbnoma en una célula huésped definida incluyendo una célula o tejido diana a una célula o tejido progenitores de
los mismos, o ser integrable con el genoma del huésped definido de modo que la secuencia clonada es reproducible.
Segun esto, el vector puede ser un vector de replicacion auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad
extracromosomica, cuya replicacion es independiente de la replicacion cromosémica, por ejemplo, un plasmido lineal
o circular cerrado, un elemento extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede
contener cualquier medio para asegurar la autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando
se introduce en la célula huésped, se integra en el genoma y se replica junto con el/los cromosoma(s) en los que se
ha integrado. Un sistema de vectores puede comprender un Unico vector o plasmido, dos o mas vectores o
plasmidos, que juntos contiene el ADN total que se va a introducir en el genoma de la célula huésped, o un
transposon. La eleccién del vector tipicamente dependera de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la
que el vector se va a introducir. En el caso presente, el vector es preferiblemente uno que es operativamente
funcional en una célula bacteriana. El vector también puede incluir un marcador de seleccion tal como un gen de
resistencia a antibiético que se puede usar para seleccion de transformantes adecuados.

Los términos “tipo salvaje” y “natural” se usan de forma intercambiable para referirse a un gen o producto génico que
tiene las caracteristicas del gen o producto génico cuando se aisla de una fuente natural. Un gen o producto génico
(por ejemplo, un polipéptido) de tipo salvaje es ese que se observa de forma mas frecuentemente en una poblacion
y, por tanto, se designa arbitrariamente la forma “normal” o “de tipo salvaje” del gen.

Polipéptidos tirosil-ARNt trombopoyéticos y variantes de los mismos

La presente divulgacion se refiere en parte a la observacion inesperada de que ciertos polipéptidos tirosil-ARNt
sintetasa, incluyendo truncamientos y/o variantes de los mismos, mimetizan y estimulan el proceso trombopoyético
natural in vivo. Segun esto, los polipéptidos trombopoyéticos de la presente divulgacion incluyen un polipéptido
tirosil-ARNt sintetasa de longitud completa, ademas de cualquier fragmento biolégicamente activo, o variante o
modificaciéon del mismo, de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, en donde el polipéptido es capaz de estimular
trombopoyesis (es decir, formacién de plaquetas), proliferaciéon y/o diferenciacion de megacariocitos, y/o
proliferacion de neutrofilos en un sujeto o in vitro.
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Las aminoacil-ARNt sintetasas, tal como tirosil-ARNt sintetasa, tipicamente catalizan la aminoacilacion de ARNt por
su aminoacido analogo. Debido a su papel central en unir aminoacidos con tripletes de nucleétidos contenidos en los
ARNt, se piensa que las aminoacil-ARNt sintetasas estan entre las primeras proteinas que aparecieron en la
evolucion. Las tirosil-ARNt sintetasas en particular pertenecen a la familia de ARNt sintetasa de clase |, que tiene
dos motivos de secuencia muy conservados en el sitio activo, HIGH y KMSKS. Las ARNt sintetasas de clase |
aminoacilan en el 2’-OH de un nucledtido de adenosina, y habitualmente son monoméricas o diméricas (una o dos
subunidades, respectivamente).

La tirosil-ARNt sintetasa humana esta compuesta de tres dominios: 1) un dominio de plegamiento de Rosmann
amino-terminal que es responsable de la formacion del intermedio E-Tyr-AMP activado y esta conservado entre
bacterias, arqueas, y eucariotas; 2) un dominio de reconocimiento de anticodén de ARNt que no se ha conservado
entre bacterias y eucariotas; y 3) un dominio carboxilo terminal que es Unico a la tirosil-ARNt sintetasa humana, y
cuya estructura primaria es el 49% idéntica a la putativa citoquina humana proteina activadora de monocitos
endotelial 1, el 50% idéntica al dominio carboxilo terminal de metionil-ARNt sintetasa de Caenorhabditis elegans, y el
43% idéntica al dominio carboxilo terminal de Arc1p de Saccharomyces cerevisiae.

Los primeros dos dominios de la tirosil-ARNt sintetasa humana son el 53, 36 y 16% idénticos a tirosil-ARNt
sintetasas de S. cervissiae, Methanococcus jannaschii y Bacillus stearothermophilus, respectivamente. Nueve de
quince aminoacidos que se sabe estan implicados en la formaciéon del complejo tirosil-adenilato en B.
stearothermophilus estan conservados a través de todos los organismos, mientras que los aminoacidos implicados
en el reconocimiento de ARNt™ no estan conservados. Andlisis cinéticos de tirosil-ARNt sintetasas humana
recombinante y de B. stearothermophilus expresadas en Escherichia coli indican que la tirosil-ARNt sintetasa
humana aminoacila ARNt"™" humana pero no de B. stearothermophilus, y viceversa. Se cree que el dominio carboxilo
terminal de la tirosil-ARNt sintetasa humana evolucioné de duplicacion génica del dominio carboxilo terminal de
metionil-ARNt sintetasa y puede dirigir ARNt al sitio activo de la enzima.

Los fragmentos bioldgicos de tirosil-ARNt sintetasas eucariotas conectan la sintesis de proteinas a rutas de
sefializacion celular, tal como trombopoyesis. Estos fragmentos se pueden producir de forma natural sea por ayuste
alternativo o protedlisis. Por ejemplo, como se proporciona en la presente divulgacion, el fragmento N-terminal pro-
trombopoyético mini-YRS es capaz de estimular trombopoyesis in vivo. Ademas, ciertas mutaciones en la secuencia
del polipéptido YRS de longitud completa confieren actividad trombopoyética aumentada en la secuencia de
referencia de tipo salvaje (por ejemplo, Y341A). Los ejemplos de variantes de ayuste truncadas del polipéptido YRS
de longitud completa incluyen los polipéptidos SP1-SP5, descritos en las figuras 17-19.

La estructura de mini-YRS humana (es decir, SEQ ID NO: 3 o mini-Tyr), que contiene los dominios tanto catalitico
como de reconocimiento de anticodén, se ha descrito a una resolucion de 1,18 A. Mientras que los dominios
cataliticos de las enzimas humana y bacteriana se superimponen, la disposicion espacial del dominio de
reconocimiento del anticodon relativo al dominio catalitico es Gnica en mini-YRS relativa a los ortélogos bacterianos.
Sin querer estar unido por ninguna teoria, la orientacién Unica de dominio de reconocimiento del anticodén puede
explicar por qué el fragmento mini-YRS es mas activo en varis rutas de sefializacion celular.

Segun esto, formas de realizacion de la presente divulgacion contemplan el uso de composiciones que comprenden
polipéptidos YRS trombopoyéticos, incluyendo polipéptidos truncados, variantes y/o modificados de los mismos,
para estimular la trombopoyesis en un sujeto. Las proteinas variantes abarcadas por la presente divulgacion son
bioldgicamente activas, es decir, siguen teniendo la actividad trombopoyética de una secuencia de polipéptido YRS
de referencia (por ejemplo, SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 y 14). Tales variantes pueden resultar de, por ejemplo,
polimorfismo genético o de manipulacion humana. Como se divulga en el presente documento, las variantes
biolégicamente activas de un fragmento polipeptidico YRS de referencia tendran al menos el 40%, 50%, 60%, 70%,
generalmente al menos el 75%, 80%, 85%, habitualmente aproximadamente del 90% al 95% o mas, y tipicamente
aproximadamente el 98% o mas de similitud o identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos para una
proteina de referencia determinado por programas de alineamiento de secuencia descritos en otra parte en presente
documento usando los parametros por defecto. Como se divulga en el presente documento, una variante
bioldgicamente activa de un polipéptido YRS de referencia se puede diferenciar de esa proteina generalmente en
tanto como 200, 100, 50 o 20 residuos de aminoacidos o adecuadamente en tan poco como 1-15 residuos de
aminoacidos, tan poco como 1-10, tal como 6-10, tan poco como 5, tan poco como 4, 3, 2 o incluso 1 residuo de
aminoacido. En algunas formas de realizacién divulgadas en el presente documento, un polipéptido YRS se
diferencia de las secuencias de referencia en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 y 14 en al menos uno, pero en menos
de 15, 10 o 5 residuos de aminoacidos. En otras formas de realizacion de la presente divulgacion, se diferencia de
las secuencias de referencia en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 y 14 en al menos un residuo de aminoacido, pero
menos del 20%, 15%, 10%, o 5% de los residuos.

Un polipéptido YRS se puede alterar de varias maneras incluyendo sustituciones, deleciones, truncamientos e
inserciones de aminoacidos. Los métodos para tales manipulaciones generalmente se conocen en la técnica. Por
ejemplo, se pueden preparar variantes de secuencia de aminoacidos de un polipéptido YRS truncado y/o variante
por mutaciones en el ADN. Los métodos para mutagénesis y alteraciones de secuencias de nucleétidos se conocen
bien en la técnica. Véase, por ejemplo, Kunkel (1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82: 488-492), Kunkel et al., (1987,
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Methods in Enzymol, 154: 367-382), Patente en EE UU No. 4.873.192, Watson, J. D. et al., ("Molecular Biology of
the Gene", Cuarta Edicion, Benjamin/Cummings, Menlo Park, Calif., 1987) y las referencias citadas en los mismos.
Se pueden encontrar direccion respecto a sustituciones de aminoacidos apropiadas que no afectan a la actividad
biolégica de la proteina de interés en el modelo de Dayhoff et al., (1978) Atlas of Protein Sequence and Structure
(Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.). Los métodos para cribar productos génicos de genotecas
combinatorias hechas por mutaciones puntuales o truncamientos, y para cribar genotecas de ADNc para productos
génicos que tienen una propiedad seleccionada se conocen en la técnica. Tales métodos son adaptables para
cribado rapido de las genotecas generadas por mutagénesis combinatoria de polipéptidos YRS. Se puede usar
mutagénesis de conjunto recurrente (REM), una técnica que aumenta la frecuencia de mutantes funcionales en las
bibliotecas, en combinacion con el ensayo de cribado para identificar variantes de polipéptido YRS (Arkin y Yourvan
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave et al., (1993) Protein Engineering, 6: 327-331). Las
sustituciones conservadoras, tal como intercambiar un aminoacido con otro que tiene propiedades similares, pueden
ser deseables como se discute en mas detalle posteriormente.

Como se divulga en el presente documento, los polipéptidos YRS truncados y/o variantes trombopoyéticamente
activos puede contener sustituciones de aminoacidos conservadoras en varias localizaciones a lo largo de su
secuencia, comparados con una secuencia de aminoacidos YRS de referencia (por ejemplo, SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6,
8, 10, 12, o 14). Una “sustitucién de aminoacido conservadora” es una en la que un residuo de aminoacido se
sustituye con un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias
de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares, que se pueden subclasificar en general como sigue:

Acida: El residuo tiene una carga negativa debido a la pérdida de un ion H a pH fisiolégico y el residuo es atraido por
solucién acuosa de modo que busca las posiciones de superficie en la conformaciéon de un péptido en que esta
contenido cuando el péptido esta en medio acuoso a pH fisiolégico. Los aminoacidos que tiene una cadena lateral
acida incluyen acido glutamico y acido aspartico.

Basica: El residuo tiene una carga positiva debido a su asociacion con ion H a pH fisiolégico o en una o dos
unidades del mismo (por ejemplo, histidina) y el residuo es atraido por solucién acuosa de modo que busca las
posiciones de superficie en la conformacion de un péptido en el que esta contenido cuando el péptido esta en medio
acuosa a pH fisioldgico. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral basica incluyen arginina, lisina e histidina.

Cargada: Los residuos estan cargados a pH fisioldgico y, por tanto, incluyen aminoacidos que tienen cadenas
laterales acidas o basica (es decir, acido glutamico, acido aspartico, arginina, lisina e histidina).

Hidrofébica: Los residuos no estan cargados a pH fisiolégico y el residuo es repelido por solucién acuosa de modo
que busca las posiciones internas en la conformacion de un péptido en el que esta contenido cuando el péptido esta
en medio acuoso. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral hidrofébica incluyen tirosina, valina, isoleucina,
leucina, metionina, fenilalanina y triptofano.

Neutra/polar: Los residuos no estan cargados a pH fisiologico, pero el residuo no esta lo suficientemente repelido por
soluciones acuosas de modo que buscara las posiciones internas en la conformacién de un péptido en el que esta
contenido cuando el péptido estd en medio acuosa. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral neutra/polar
incluyen asparragina, glutamina, cisteina, histidina, serina y treonina.

Esta descripcién también caracteriza ciertos aminoacidos como “pequefios” puesto que sus cadenas laterales no
son lo suficientemente grandes, incluso si carecen de grupos polares, para conferir hidrofobicidad. Con la excepcion
de prolina, los aminoacidos “pequefios” son esos con cuatro carbonos o menos cuando al menos un grupo polar
esta en la cadena lateral y tres carbonos o menos cuando no. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral
pequefia incluyen glicina, serina, alanina y treonina. El aminoacido secundario codificado por gen prolina es un caso
especial debido a sus efectos conocidos sobre la conformacién secundaria de cadenas peptidicas. La estructura de
prolina se diferencia de todos los otros aminoacidos naturales en que su cadena lateral esta unida al nitrégeno del
grupo a-amino, asi como al carbono a. Varias matrices de similitud de aminoacidos (por ejemplo, matriz PAM120 y
matriz PAM250, divulgadas, por ejemplo, por Dayhoff et al., (1978), A model of evolutionary change in proteins.
Matrices for determining distance relationships En M. O. Dayhoff, (ed.), Atlas of protein sequence and structure, Vol.
5, pp. 345-358, National Biomedical Research Foundation, Washington DC; y por Gonnet et al., (Science, 256:
14430-1445, 1992), sin embargo, incluyen prolina en el mismo grupo que glicina, serina, alanina y treonina. Segun
esto, para los fines de la presente divulgacion, prolina se clasifica como un aminoacido “pequefio”.

El grado de atraccion o repulsion requerido para la clasificacion como polar o no polar es arbitrario y, por tanto, los
aminoacidos especificamente contemplados por la presente divulgacion se han clasificado como uno o el otro. La
mayoria de los aminoacidos no especificamente nombrados se pueden clasificar en base a comportamiento
conocido.

Los residuos de aminoacidos se pueden subclasificar ademas como ciclicos o no ciclicos, y aromaticos o no

aromaticos, clasificaciones que se explican por si mismas con respecto a los grupos sustituyentes de la cadena
lateral de los residuos, y como pequefio o grande. El residuo se considera pequefio si contiene un total de cuatro
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atomos de carbono o menos, incluyendo el carbono carboxilo, siempre que esté presente un sustituyente polar
adicional; tres o menos si no. Los residuos pequeiios son, por supuesto, siempre no aromaticos. Dependiendo de
sus propiedades estructurales, los residuos de aminoacidos pueden estar en dos o mas clases. Para los
aminoacidos de proteinas naturales, la subclasificacion segun este esquema se presenta en la tabla A.

Tabla A

Subclasificacion de aminoacidos

Subclases Aminoacidos

Acidos acido aspartico, acido glutamico

Basicos No ciclicos: arginina, lisina; ciclico: histidina

Cargados acido aspartico, acido glutamico, arginina, lisina, histidina
Pequefos glicina, serina, alanina, treonina, prolina

Polares/neutros asparragina, histidina, glutamina, cisteina, serina, treonina
Polares/grandes asparragina, glutamina

Hidrofébicos tirosina, valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, triptéfano
Aromaticos triptoéfano, tirosina, fenilalanina

Residuos que influyen la | glicinay prolina

orientacion de la cadena

Las sustituciones de aminoacidos conservadoras también incluyen agrupamientos basados en las cadenas laterales.
Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales alifaticas-hidroxilo es serina y treonina; un grupo de
aminoacidos que tiene cadenas laterales que contienen amida es asparragina y glutamina; un grupo de aminoacidos
que tiene cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen
cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que tiene laterales que contienen
azufre es cisteina y metionina. Por ejemplo, es razonable esperar que la sustitucion de una leucina con una
isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, una treonina con una serina, o una sustitucion similar de un
aminoacido con un aminoacido estructuralmente relacionado no tendra mayor efecto en las propiedades del
polipéptido variante resultante. Si un cambio de aminoacido produce un polipéptido YRS truncado y/o variante
funcional se puede determinar facilmente ensayando su actividad, como se describe en el presente documento
(véanse, por ejemplo, los ejemplos 1 y 2). Las sustituciones conservadoras se muestran en la tabla B bajo el
encabezamiento de sustituciones ejemplares. Las sustituciones que estan en el ambito de la presente divulgacion,
en general, se alcanzan seleccionando sustituciones que no se diferencian significativamente en su efecto de
mantener (a) la estructura del esqueleto peptidico en el area de la sustitucion, (b) la carga o hidrofobicidad de la
molécula en el sitio diana, o (c) la masa de la cadena lateral. Después de introducir las sustituciones, las variantes
se criban para actividad bioldgica.

Tabla B

Sustituciones de aminoacidos ejemplares

Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferidas
Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, GIn, Asn Lys
Asn GIn, His, Lys, Arg GIn
Asp Glu Glu
Cys Ser Ser
Gln Asn, His, Lys, Asn
Glu Asp, Lys Asp
Gly Pro Pro
His Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleu Leu
Leu Norleu, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, GIn, Asn Arg
Met Leu, lle, Phe Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala Leu
Pro Gly Gly
Ser Thr Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Leu, Met, Phe, Ala, Norleu Leu

Alternativamente, los aminoacidos similares para hacer sustituciones conservadoras se pueden agrupar en tres
categorias basadas en las cadenas laterales. El primer grupo incluye acido glutamico, acido aspartico, arginina,
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lisina, histidina, todos los cuales tienen cadenas laterales cargadas; el segundo grupo incluye glicina, serina,
treonina, cisteina, tirosina, glutamina, asparragina; y el tercer grupo incluye leucina, isoleucina, valina, alanina,
prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina, como se describe en Zubay, G., Biochemistry, tercera edicion, Wm.C.
Brown Publishers (1993).

Por tanto, un residuo de aminoacido no esencial predicho en un polipéptido YRS truncado y/o variante tipicamente
se sustituye con otro residuo de aminoacido de la misma familia de cadena lateral. Alternativamente, se pueden
introducir mutaciones aleatoriamente a lo largo de toda o parte de la regién codificante de YRS, tal como por
mutagénesis de saturacion, y los mutantes resultantes se pueden cribar para una actividad del polipéptido parental
para identificar mutantes que retienen esa actividad. Después de la mutagénesis de las secuencias codificantes, el
péptido codificado se puede expresar de forma recombinante y la actividad del péptido se puede determinar. Un
residuo de aminoacido “no esencial” es un residuo que se puede alterar de la secuencia de tipo salvaje de un
polipéptido como se divulga en el presente documento sin anular o alterar sustancialmente una o mas de sus
actividades. Adecuadamente, la alteracion no anula sustancialmente una de estas actividades, por ejemplo, la
actividad es al menos el 20%, 40%, 60%, 70%, u 80%, 100%, 500%, 1000% o mas del tipo salvaje. Un residuo de
aminoacido “esencial” es un residuo que, cuando se altera de la secuencia de tipo salvaje de un polipéptido YRS
truncado de referencia, produce la anulacion de una actividad de la molécula parental de modo que menos del 20%
de la actividad de tipo salvaje esta presente. Por ejemplo, tales residuos de aminoacidos esenciales incluyen los que
estan conservados en polipéptidos YRS a través de diferentes especies, incluyendo esas secuencias que estan
conservadas en el/los sitio(s) de unién o motivo(s) que estimulan trombopoyesis de polipéptidos YRS de varias
fuentes.

Segun esto, la presente divulgacién también contempla variantes de las secuencias polipeptidicas YRS naturales o
sus fragmentos biolégicamente activos, en donde las variantes se distinguen de la secuencia natural por la adicién,
delecion o sustitucion de uno o mas residuos de aminoacidos. Segun la presente divulgacion, las variantes
mostraran al menos aproximadamente el 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99% de similitud o identidad de secuencia respecto a una secuencia polipeptidica YRS de referencia, por ejemplo,
como se muestra en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 y 14. Ademas, las secuencias que se diferencian de las
secuencias nativas o parentales por la adicién, delecién o sustituciéon de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o0 mas aminoacidos, pero que retienen las propiedades de una
secuencia polipeptidica YRS parental o de referencia se contemplan en la presente divulgacion. En ciertas formas
de realizacion de la presente divulgacion, la region C-terminal o N-terminal de cualquiera de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6,
8, 10, 12 0 14 puede estar truncadaen 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
150, 200, 250 o mas aminoacidos, incluyendo todos los numeros enteros entre medias (por ejemplo, 101, 102, 103,
104, 105), siempre que el polipéptido YRS truncado sea capaz de estimular trombopoyesis (es decir, formacion de
plaquetas), proliferacion y/o diferenciacion de megacariocitos, y/o proliferacion de neutréfilos en un sujeto o in vitro.

En algunas formas de realizacion de la presente divulgacion, los polipéptidos variantes se diferencian de una
secuencia YRS de referencia en al menos uno, pero en menos de 50, 40, 30, 20, 15, 10, 8, 6, 5, 4, 3 o0 2 residuos de
aminoacidos. En otras formas de realizacion de la presente divulgacion, los polipéptidos variantes se diferencian de
las secuencias correspondientes de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 0 14 en al menos el 1% pero menos el 20%,
15%, 10% o 5% de los residuos. (Si esta comparacion requiere alineamiento, las secuencias se deben alinear para
maxima similitud. Las secuencias “en bucles” hacia afuera de deleciones o inserciones, o malos emparejamiento, se
consideran diferencias). Las diferencias son, adecuadamente, diferencias o cambios en un residuo no esencial o una
sustitucion conservadora.

En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, un polipéptido variante incluye una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos aproximadamente el 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o mas de identidad o similitud de secuencia respecto a una secuencia
correspondiente a un polipéptido YRS como, por ejemplo, se muestra en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 120 14, y
tiene la capacidad para estimular trombopoyesis en un sujeto, estimular la proliferacion y/o diferenciacion de
megacariocitos en un sujeto, y/o estimular la proliferacion de neutréfilos en un sujeto. Los ejemplos de variantes de
polipéptido YRS segun la presente divulgacion incluyen, pero no estan limitados a, un polipéptido YRS de longitud
completa, o un truncamiento o variante de ayuste del mismo, que tiene una o mas sustituciones de aminoacidos
seleccionadas de una sustitucion R93Q, una sustitucion 114L, una sustitucion N17G, una sustitucion L27I, una
sustitucion A85S, y una sustitucion V156L, ademas de combinaciones de las mismas. Los ejemplos particulares de
variantes del polipéptido YRS de la presente divulgacion incluyen, pero no estan limitados a, un polipéptido YRS que
tiene los aminoacidos 1-364 de SEQ ID NO: 1 con una sustitucion R93Q, un polipéptido YRS que tiene los
aminoacidos 1-353 de SEQ ID NO: 1 con una sustitucion 114L, un polipéptido YRS que tiene los aminoacidos 1-353
de SEQ ID NO: 1 con una sustitucion N17G, un polipéptido YRS que tiene los aminoacidos 1-353 de SEQ ID NO: 1
con una sustitucion L271, un polipéptido YRS que tiene los aminoacidos 1-353 de SEQ ID NO: 1 con una sustituciéon
A85S, y un polipéptido YRS que tiene los aminoacidos 1-353 de SEQ ID NO: 1 con una sustitucion V156L.

Los calculos de similitud de secuencia o identidad de secuencia entre secuencias (los términos se usan de forma

intercambiable en el presente documento) se realizan como sigue. Para determinar el porcentaje de identidad de dos
secuencias de aminodcidos, o de dos secuencias de acido nucleico, las secuencias se alinean para fines de
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comparacion 6ptima (por ejemplo, se pueden introducir huecos en una o ambas de una primera y una segunda
secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos para alineamiento 6ptimo y las secuencias no homologas se pueden
ignorar para fines de comparacion). En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, la longitud de una
secuencia de referencia alineada para fines de comparacion es al menos el 30%, preferiblemente el menos el 40%,
mas preferiblemente al menos el 50%, 60%, e incluso mas preferiblemente en al menos el 70%, 80%, 90%, 100% de
la longitud de la secuencia de referencia. Los residuos de aminoacidos o nucleétidos en posiciones de aminoacidos
o posiciones de nucleétidos correspondientes se comparan después. Cuando una posicién en la primera secuencia
esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicién correspondiente en la segunda
secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion.

El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas
por las secuencias, considerando el numero de huecos, y la longitud de cada hueco, que se necesita introducir para
alineamiento éptimo de las dos secuencias.

La comparacion de secuencias y determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede lograr
usando un algoritmo matematico. En una forma de realizacion preferida de la presente divulgacion, el porcentaje de
identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina usando el algoritmo de Needleman y Wunsch, (1970,
J. Mol. Biol. 48: 444-453) que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en
http://www.gcg.com) o bien una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6
04 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6. En aun otra forma de realizacion preferida de la presente divulgacion,
el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos se determina usando el programa GAP en el paquete
de software GCG (disponible en http://www.gcg.com) usando una matriz NWSgapdna.CMP con un peso de hueco
de 40, 50, 60, 70 o 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, o 6. Un conjunto particularmente preferido de
parametros (y el que se debe usar a menos que se especifique otra cosa) son una matriz de puntuaciéon Blossum 62
con una penalizacion de hueco de 12, penalizacion extendida de hueco de 4, y una penalizacion de hueco marco de
5.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos o nucledtidos se puede determinar usando el
algoritmo de E. Meyers y W. Miller (1989, Cabios, 4: 11-17) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version
2.0), usando una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una
penalizaciéon de hueco de 4.

Las secuencias de acidos nucleicos y proteinas descritas en el presente documento se pueden usar como una
“secuencia problema” para realizar una busqueda frente a bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar
otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Tales busquedas se pueden realizar usando los programas
NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul, et al., (1990, J. Mol. Biol, 215: 403-10). Se pueden realizar busquedas
de nucleodtidos por BLAST con el programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de palabra = 12 para obtener
secuencias de nucleétidos homodlogas a moléculas de acido nucleico de la presente divulgacion. Se pueden realizar
busquedas de proteinas por BLAST con el programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3 para obtener
secuencias de aminoacidos homdlogas a moléculas de proteinas de la presente divulgacion. Para obtener
alineamientos con huecos para fines de comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST como se describe en
Altschul et al., (1997, Nucleic Acids Res, 25: 3389-3402). Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped
BLAST, se pueden usar los parametros por defecto de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST o
NBLAST).

Se pueden identificar variantes de un polipéptido YRS cribando bibliotecas combinatorias de mutantes de un
polipéptido YRS. Se pueden usar bibliotecas o fragmentos, por ejemplo, fragmentos N terminales, C terminales o
internos, de una secuencia que codifica la proteina YRS para generar una poblacion variegada de fragmentos para
cribado y posterior seleccion de variantes de un polipéptido YRS.

Los métodos para cribar productos génicos de bibliotecas combinatorias hechas por mutacion puntual o
truncamiento, y para cribar genotecas de ADNc para productos génicos que tiene una propiedad seleccionada, se
conocen en la técnica. Tales métodos son adaptables para cribado rapido de genotecas generadas por mutagénesis
combinatoria de polipéptidos YRS.

La presente divulgacion también contempla el uso de proteinas YRS quiméricas o de fusiéon para estimular
trombopoyesis. Como se usa en el presente documento, una “proteina quimérica” o “proteina de fusién” YRS incluye
un polipéptido YRS o fragmento polipeptidico unido bien a otro polipéptido YRS (por ejemplo, para crear fragmentos
multiples), a un polipéptido no YRS, o a ambos. Un “polipéptido no YRS” se refiere a un “polipéptido heterdlogo” que
tiene una secuencia de aminoacidos correspondiente a una proteina que es diferente de la proteina YRS, y que
deriva del mismo organismo o uno diferente. El polipéptido YRS de la proteina de fusidon puede corresponder a todo
o una parte de una secuencia de aminoacidos YRS biolégicamente activa. En ciertas formas de realizacion de la
presente divulgacion, una proteina de fusiéon de YRS incluye al menos una (o dos) parte biolégicamente activa de
una proteina YRS. Los polipéptidos que forman la proteina de fusion tipicamente estan unidos extremo C a extremo
N, aunque también pueden estar unidos extremo C a extremo C, extremo N a extremo N, o extremo N a extremo C.
Los polipéptidos de la proteina de fusiéon pueden estar en cualquier orden.
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El compariero de fusion como se divulga en el presente documento se puede disefiar e incluir para esencialmente
cualquier fin deseado siempre que no afecten adversamente la actividad trombopoyética del polipéptido. Por
ejemplo, en una forma de realizacién de la presente divulgacion, un compafiero de fusion puede comprender una
secuencia que ayude en expresar la proteina (un potenciador de expresion) a rendimientos mayores que la proteina
recombinante nativa. Otros comparieros de fusién se pueden seleccionar de modo que aumenta la solubilidad de la
proteina o para permitir que la proteina se dirija a compartimentos intracelulares deseados.

La proteina de fusién como se divulga en el presente documento puede incluir una fraccion que tiene una alta
afinidad por un ligando. Por ejemplo, la proteina de fusién puede ser una proteina de fusion GST-YRS en la que las
secuencias YRS se fusionan al extremo C de las secuencias GST. Como otro ejemplo, un polipéptido YRS se puede
fusionar a una etiqueta de ocho aminoacidos en el extremo C, tal como una etiqueta L-E-H-H-H-H-H-H (SEQ ID NO:
5). En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, los aminoacidos 1-364 de un polipéptido YRS se
fusionan a una etiqueta 365-L-E-H-H-H-H-H-H-372 (SEQ ID NO: 5) en el extremo C. Tales proteinas de fusion
pueden facilitar la purificacion y/o identificacion de un polipéptido YRS. Alternativamente, la proteina de fusion puede
ser una proteina YRS que contiene una secuencia sefal heteréloga en su extremo N. En ciertas células huéspedes,
la expresion y/o secrecion de proteinas YRS se puede aumentar mediante el uso de una secuencia sefal
heterdloga.

Mas en general, la fusién a secuencias heterdlogas, tal como un fragmento Fc, se puede utilizar seguin la presente
divulgacion para eliminar caracteristicas no deseadas o para mejorar las caracteristicas deseadas (por ejemplo,
propiedades farmacocinéticas) de un polipéptido YRS trombopoyético. Por ejemplo, la fusién a una secuencia
heteréloga puede aumentar la estabilidad quimica, disminuir la inmunogenicidad, mejorar el direccionamiento in vivo,
y/o aumentar la semivida en circulacion de un polipéptido YRS trombopoyético.

También se puede usar la fusiéon a secuencias heterélogas para crear proteinas de fusion bifuncionales, tal como
proteinas bifuncionales que son no solo capaces de estimular trombopoyesis, proliferacion y/o diferenciacion de
megacariocitos, y/o proliferacion de neutréfilos a través del polipéptido YRS, sino que también son capaces de
modificar (es decir, estimular o inhibir) otras rutas a través del polipéptido heterdlogo. Los ejemplos de tales rutas
incluyen, pero no estan limitadas a, varias rutas relacionadas con el sistema inmunitario, tal como rutas de activacion
inmunitarias innatas o adaptativas, o rutas reguladoras de crecimiento celular, tal como hematopoyesis o
angiogénesis. En ciertos aspectos de la presente divulgacion, el polipéptido heterélogo puede actuar sinérgicamente
con el polipéptido YRS para estimular rutas trombopoyéticas relacionadas y/o hematopoyéticas relacionadas en un
sujeto. Los ejemplos de polipéptidos heterélogos que se pueden utilizar para crear una proteina de fusion bifuncional
segun la presente divulgacion incluyen, pero no estan limitados a, trombopoyetina, citoquinas (por ejemplo, IL-11),
quimioquinas, y varios factores de crecimiento hematopoyéticos, ademas de fragmentos biolégicamente activos y/o
variantes de los mismos.

Las proteinas de fusion se pueden preparar en general usando técnicas estandar. Por ejemplo, secuencias de ADN
que codifican los componentes polipeptidicos de una fusién deseada se pueden ensamblar por separado, y ligar en
un vector de expresion apropiado. El extremo 3’ de la secuencia de ADN que codifica un componente polipeptidico
se liga, con o sin un enlazador peptidico, al extremo 5 de una secuencia de ADN que codifica el segundo
componente polipeptidico de modo que los marcos de lectura de las secuencias estén en la misma fase. Esto
permite la traduccidon en una Unica proteina de fusion que retiene la actividad biolégica de ambos polipéptidos
componentes.

Se puede emplear una secuencia enlazadora peptidica para separar el primer y segundo componentes
polipeptidicos por una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliega en sus estructuras
secundaria y terciaria, si se desea. Tal secuencia enlazadora peptidica se incorpora en la proteina de fusion usando
técnicas estandar bien conocidas en la técnica. Ciertas secuencias enlazadoras peptidicas se pueden elegir
basadas en los siguientes factores: (1) su capacidad para adoptar una conformaciéon extendida flexible; (2) su
incapacidad para adoptar una estructura secundaria que pudiera interaccionar con epitopos funcionales en el primer
y segundo polipéptido; y (3) la falta de residuos hidrofébicos o cargados que pudieran reaccionar con epitopos
funcionales del polipéptido. Las secuencias enlazadoras peptidicas preferidas contienen residuos de Gly, Asn y Ser.
También se pueden usar otros aminoacidos casi neutros, tal como Thr y Ala en la secuencia enlazadora. Las
secuencias de aminoacidos que se pueden emplear provechosamente incluyen las divulgadas en Maratea et al.,
Gene 40:39 46 (1985); Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258 8262 (1986); patente en EE UU No.
4.935.233 y patente en EE UU No. 4.751.180. La secuencia enlazadora en general puede tener de 1 a 50
aminoacidos de longitud. No se requieren secuencias enlazadoras cuando el primer y segundo polipéptidos tienen
regiones de aminoacidos N-terminales no esenciales que se pueden usar para separar los dominios funcionales y
prevenir interferencia estérica.

Las secuencias de ADN ligadas pueden estar operativamente unidas a elementos reguladores transcripcionales y de

traduccion adecuados. Los elementos reguladores responsables para la expresion de ADN estan localizados en 5’
respecto a la secuencia de ADN que codifica el primer polipéptido. De forma similar, los codones de terminacién
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requeridos para terminar la traduccion y sefiales de terminacion de la transcripcion estan presentes en 3’ respecto a
la secuencia de ADN que codifica el segundo polipéptido.

En general, los polipéptidos y polipéptidos de fusién (asi como sus polinucledtidos codificantes) de la presente
divulgacion estan aislados. Un polipéptido o polinucleétido “aislado” es uno que esta retirado de su medio original.
Por ejemplo, una proteina natural esta aislada si esta separada de alguno o todos los materiales coexistentes en el
sistema natural. Preferiblemente, tales polipéptidos son al menos aproximadamente el 90% puros, mas
preferiblemente al menos aproximadamente el 95% puros y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente el
99% puros. Un polinucleétido se considera que esta aislado si, por ejemplo, se clona en un vector que no es parte
del medio natural.

Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion también abarcan dimeros de polipéptidos YRS. Los dimeros
pueden incluir, por ejemplo, homodimeros entre dos polipéptidos YRS idénticos, heterodimeros entre dos
polipéptidos YRS diferentes (por ejemplo, un polipéptido YRS de longitud completa y un polipéptido YRS truncado),
y/o heterodimeros entre un polipéptido YRS y un polipéptido heterélogo. Ciertos heterodimeros, tales como esos
entre un polipéptido YRS y un polipéptido heterélogo, pueden ser bifuncionales, como se describe en el presente
documento.

Ciertas formas de realizacién de la presente divulgacion también contemplan el uso de polipéptidos YRS
modificados, incluyendo modificaciones que mejoran caracteristicas deseadas de un polipéptido YRS, como se
describe en el presente documento. Las modificaciones de polipéptidos YRS de la presente divulgacion incluyen
derivaciones quimicas y/o enzimaticas en uno o mas aminoacidos constituyentes, incluyendo modificaciones de
cadena lateral, modificaciones del esqueleto, y modificaciones N- y C-terminales incluyendo acetilacion,
hidroxilacion, metilacion, amidacién, y la unién de fracciones glucidicas o lipidicas, cofactores, y similares. Las
modificaciones ejemplares también incluyen pegilacién de un polipéptido YRS (véase, por ejemplo, Veronese y
Harris, Advanced Drug Delivery Reviews 54: 453-456, 2002).

En ciertos aspectos de la presente divulgacion, se puede utilizar tecnologia de ligacion quimioselectiva para
modificar polipéptidos YRS truncados de la presente divulgacion, tal como unir polimeros en un sitio especifico y de
forma controlada. Tal tecnologia tipicamente se basa en la incorporaciéon de anclas quimioselectivas en el esqueleto
de la proteina por medios quimicos o recombinantes, y posterior modificacion con un polimero que lleva un
enlazador complementario. Como resultado, el proceso de ensamblaje y la estructura covalente del conjugado
proteina-polimero resultante se puede controlar, lo que permite la optimizacion racional de propiedades de farmacos,
tal como eficacia y propiedades farmacocinéticas (véase, por ejemplo, Kochendoerfer, Current Opinion in Chemical
Biology 9:555-560, 2005).

Los polipéptidos YRS truncados y/o variantes de la presente divulgacion se pueden preparar por cualquier
procedimiento adecuado que conocen los expertos en la materia, tal como por técnicas recombinantes. Por ejemplo,
los polipéptidos YRS se pueden preparar por un procedimiento que incluye los pasos de: (a) preparar una
construccién que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido YRS truncado y que esta
operativamente unida a un elemento regulador; (b) introducir la construcciéon en una célula huésped; (c) cultivar la
célula huésped para expresar el polipéptido YRS truncado; y (d) aislar el polipéptido YRS truncado y/o variante de la
célula huésped. En ejemplos ilustrativos, la secuencia de nucleétidos codifica al menos una parte biolégicamente
activa de una secuencia polipeptidica mostrada en, o derivada de, SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 0 14, 0 una
variante o fragmento biolégicamente activa de la misma. Los polipéptidos YRS recombinantes se pueden preparar
convenientemente usando protocolos estandar como se describen, por ejemplo, en Sambrook, et al., (1989, supra),
en particular Secciones 16 y 17; Ausubel et al., (1994, supra), en particular Capitulos 10 y 16; y Coligan et al.,
Current Protocols in Protein Science (John Wiley & Sons, Inc. 1995-1997), en particular Capitulos 1, 5y 6.

Ademas de métodos de produccion recombinantes, los polipéptidos de la presente divulgacion, y fragmentos de los
mismos, se pueden producir por sintesis de péptidos directa usando técnicas de fase solida (Merrifield, J. Am.
Chem. Soc. 85:2149-2154 (1963)). La sintesis de proteinas se puede realizar usando técnicas manuales o por
automatizacion. La sintesis automatizada se puede lograr, por ejemplo, usando un sintetizador de péptidos Applied
Biosystems 431A (Perkin Elmer). Alternativamente, varios fragmentos pueden sintetizarse quimicamente por
separado y combinados usando métodos quimicos para generar la molécula deseada.

Composiciones de polinucleétidos

La presente divulgacion también proporciona polinucledtidos aislados que codifican los polipéptidos tirosil-ARNt
sintetasa de la presente divulgacion, incluyendo truncamientos y/o variantes de los mismos, asi como composiciones
que comprenden tales polinucleétidos.

Como se usa en el presente documento, los términos “ADN” y “polinucledtido” y “acido nucleico” se refieren a una
molécula de ADN que se ha aislado de ADN gendmico total de una especie particular. Por tanto, un segmento de
ADN que codifica un polipéptido se refiere a un segmento de ADN que contiene una o mas secuencias codificantes,
con todo esta sustancialmente aislada de, o purificada de, ADN gendmico total de la especie de la que se obtiene el
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segmento de ADN. Incluidos en los términos “segmento de ADN” y “polinucleétido” estan segmentos de ADN y
fragmentos mas pequefios de tales segmentos, y también vectores recombinantes incluyendo, por ejemplo,
plasmidos, cosmidos, fagémidos, fagos, virus, y similares.

Como entenderan los expertos en la materia, las secuencias polinucleotidicas de esta divulgacion pueden incluir
secuencias genomicas, secuencias extragendmicas y codificadas por plasmido y segmentos génicos manipulados
mas pequefios que expresan, o se pueden adaptar para que expresen, proteinas, polipéptidos, péptidos y similares.
Tales segmentos pueden estar aislados de forma natural o modificados sintéticamente por la mano del hombre.

Como reconocera el experto en la materia, los polinucleétidos pueden ser monocatenarios (codificantes o
antisentido) o bicatenarios, y pueden ser moléculas de ADN (genémico, ADNc o sintético) o ARN. Secuencias
codificantes o no codificantes adicionales pueden, pero no necesitan, estar presentes en un polinucleétido de la
presente divulgacion, y un polinucleétido puede, pero no necesita, estar unido a otras moléculas y/o materiales
soporte.

Los polinucledtidos como se divulgan en el presente documento pueden comprender una secuencia nativa (es decir,
una secuencia enddgena que codifica una tirosil-ARNt sintetasa o una parte de la misma) o pueden comprender una
variante, o un equivalente biolégico funcional de tal secuencia. Las variantes de polinucleétidos como se divulga en
el presente documento pueden contener una o mas sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones, como se
describe ademas posteriormente, preferiblemente de modo que la actividad trombopoyética del polipéptido
codificado no disminuya sustancialmente relativa al polipéptido no modificado. El efecto en la actividad
trombopoyética del polipéptido codificado generalmente se puede evaluar como se describe en el presente
documento.

En formas de realizacion adicionales, la presente divulgacion proporciona polinucleétidos aislados que comprenden
varias longitudes de tramos contiguos de secuencia idéntica a o complementaria a una tirosil-ARNt sintetasa, en
donde los polinucleétidos aislados codifican una tirosil ARNt sintetasa truncada como se describe en el presente
documento.

Las secuencias de nucledtidos ejemplares que codifican los polipéptidos YRS de la presente divulgacion abarcan
genes YRS de longitud completa, tal como las secuencias de polinucleétidos de SEQ ID NO: 4,7, 9, 11, 13y 15, asi
como partes de las secuencias de nucleotidos de longitud completa o sustancialmente de longitud completa de los
genes YRS o sus transcritos o copias de ADN de estos transcritos. Partes de una secuencia de nucleétidos de YRS
pueden codificar partes o segmentos de polipéptido que retienen la actividad biolégica del polipéptido de referencia.
Una parte de una secuencia de nucleédtidos de YRS que codifica un fragmento biolégicamente activo de un
polipéptido YRS puede codificar al menos aproximadamente 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
120, 150, 300 o 400 residuos de aminoacidos contiguos, o casi hasta el nimero total de aminoacidos presentes en
un polipéptido YRS de longitud completa. Se entendera facilmente que “longitudes intermedias”, en este contexto y
en todos los otros contextos usados en el presente documento, significa cualquier longitud entre los valores citados,
tal como 101, 102, 103, etc.; 151, 152, 153, etc.; 201, 202, 203, etc.

Los polinucledtidos de la presente divulgacion, independientemente de la longitud de la secuencia codificante
misma, se pueden combinar con otras secuencias de ADN, tal como promotores, sefiales de poliadenilacion, sitios
de enzimas de restriccion adicionales, sitios multiples de clonacion, otros segmentos codificantes, y similares, de
modo que su longitud global puede variar considerablemente. Por tanto, se contempla que se pueda emplear un
fragmento de polinucleétido de casi cualquier longitud, estando la longitud total preferiblemente limitada por el caso
de preparacion y uso en el protocolo de ADN recombinante pretendido.

La presente divulgacion también contempla variantes de las secuencias de nucleétidos de YRS. Las variantes de
acido nucleico pueden ser naturales, tal como variantes alélicas (mismo locus), homologos (diferente locus), y
ortélogos (diferente organismo) o pueden ser no naturales. Las variantes naturales tal como estas se pueden
identificar con el uso de técnicas de biologia molecular bien conocidas como, por ejemplo, reaccioén en cadena de la
polimerasa (PCR) y técnicas de hibridacion como se sabe en la técnica. Las variantes no naturales se pueden hacer
por técnicas de mutagénesis, incluyendo las aplicadas de polinucledtidos, células u organismos. Las variantes
pueden contener sustituciones, deleciones, inversiones e inserciones de nucledétidos. La variaciéon se puede producir
en cualquiera o ambas de las regiones codificantes y no codificantes. Las variaciones pueden producir sustituciones
de aminoacidos tanto conservadoras como no conservadoras (comparadas en el producto codificado). Para
secuencias de nucledtidos, las variantes conservadoras incluyen esas secuencias que, debido a la degeneracion del
codigo genético, codifican la secuencia de aminoacidos de un polipéptido YRS de referencia, tal como las
secuencias mostradas en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 y 14. Las secuencias de nucledtidos variantes como se
divulgan en el presente documento también incluyen secuencias de nucleétidos sintéticamente derivadas, tal como
las generadas, por ejemplo, usando mutagénesis dirigida, pero que aun codifican un polipéptido YRS.
Generalmente, las variantes de una secuencia de nucledtidos YRS particular como se divulgan en el presente
documento tendran al menos aproximadamente el 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, generalmente al menos
aproximadamente el 75%, 80%, 85%, deseablemente aproximadamente del 90% al 95% o mas, y mas
adecuadamente aproximadamente el 98% o mas de identidad de secuencia respecto a esa secuencia de
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nucledtidos particular determinado por programas de alineamiento de secuencias descritos en otra parte en el
presente documento usando los parametros por defecto.

Se pueden usar secuencias de nucledtidos YRS para aislar correspondientes secuencias y alelos de otros
organismos, particularmente otros organismos o microorganismos. Hay métodos facilmente disponibles en la técnica
para la hibridacién de secuencias de acido nucleico. Se pueden aislar secuencias codificantes de otros organismos
segun técnicas bien conocidas basado en su identidad de secuencia con las secuencias codificantes mostradas en
el presente documento. En estas técnicas se usa todo o parte de la secuencia codificante conocida como una sonda
que hibrida selectivamente con otras secuencias codificantes de YRS presentes en una poblacion de fragmentos de
ADN genomico o fragmentos de ADNc clonados (es decir, genotecas gendmicas o de ADNc) de un organismo
elegido.

Segun esto, la presente divulgacion también contempla polinucleétidos que hibridan con secuencias de nucleétidos
YRS de referencia, o con sus complementos, en las condiciones de rigurosidad descritas a continuacion. Como se
usa en el presente documento, el término “hibrida en condiciones de rigurosidad baja, rigurosidad media, rigurosidad
alta o rigurosidad muy alta” describe condiciones para hibridacion y lavado. Se puede encontrar direccion para
realizar reacciones de hibridacion en Ausubel et al., (1998, supra), Secciones 6.3.1-6.3.6. Se describen métodos
acuosos y no acuosos en esa referencia y se puede usar cualquiera. La referencia en el presente documento a
condiciones de baja rigurosidad incluye y abarca formamida desde al menos aproximadamente el 1% v/v hasta al
menos aproximadamente el 15% v/v y sal desde al menos aproximadamente 1 M hasta al menos aproximadamente
2 M para hibridacion a 42°C, y sal desde al menos aproximadamente 1 M hasta al menos aproximadamente 2 M
para lavar a 42°C. Las condiciones de baja rigurosidad también pueden incluir seroalbumina bovina (BSA) al 1%,
EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS al 7% para hibridacion a 65°C, y (i) SSC 2x, SDS al 0,1%; o (ii) BSA al
0,5%, EDTA 1 mM, NaHPO. 40 mM (pH 7,2), SDS al 5% para lavar a temperatura ambiente. Un ejemplo de
condiciones de baja rigurosidad incluye hibridacion en cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6x a aproximadamente
45°C, seguido por dos lavados en SSC 0,2x, SDS al 0,1% a al menos 50°C (la temperatura de los lavados se puede
aumentar a 55°C para condiciones de baja rigurosidad). Las condiciones de rigurosidad media incluyen y abarcan
formamida desde al menos aproximadamente el 16% v/v hasta al menos aproximadamente el 30% v/v y sal desde al
menos aproximadamente 0,5 M hasta al menos aproximadamente 0,9 M para hibridacién a 42°C, y sal desde al
menos aproximadamente 0,1 M hasta al menos aproximadamente 0,2 M para lavar a 55°C. Las condiciones de
rigurosidad media también pueden incluir seroalbdmina bovina (BSA) al 1%, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2),
SDS al 7% para hibridacién a 65°C, y (i) SSC 2x, SDS al 0,1%; o (ii) BSA al 0,5%, EDTA 1 mM, NaHPO,4 40 mM (pH
7,2), SDS al 5% para lavar a 60-65°C. Un ejemplo de condiciones de rigurosidad media incluye hibridacién en SSC
6x a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavados en SSC 0,2x, SDS al 0,1% a 60°C. Las condiciones de
alta rigurosidad incluyen y abarcan formamida desde al menos aproximadamente el 31% v/v hasta al menos
aproximadamente el 50% v/v y sal desde al menos aproximadamente 0,01 M hasta al menos aproximadamente 0,15
M para hibridacion a 42°C, y sal desde al menos aproximadamente 0,01 M hasta al menos aproximadamente 0,02 M
para lavar a 55°C. Las condiciones de alta rigurosidad también pueden incluir seroalbumina bovina (BSA) al 1%,
EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS al 7% para hibridacion a 65°C, y (i) SSC 2x, SDS al 0,1%; o (ii) BSA al
0,5%, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), SDS al 5% para lavar a una temperatura superior a 65°C. Un ejemplo
de condiciones de alta rigurosidad incluye hibridacion en SSC 6x a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas
lavados en SSC 0,2x, SDS al 0,1% a 65°C.

En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, un polipéptido YRS esta codificado por un polinucleétido
que hibrida con una secuencia de nucledtidos divulgada en condiciones de rigurosidad muy alta. Un ejemplo de
condiciones de rigurosidad muy alta incluye hibridar en fosfato de sodio 0,5 M, SDS al 7% a 65°C, seguido por uno o
mas lavados en SSC 2x, SDS al 0,1% a 65°C.

Otras condiciones de rigurosidad se conocen bien en la técnica y un experto en la materia reconocera que se
pueden manipular varios factores para optimizar la especificidad de la hibridacion. La optimizacién de la rigurosidad
de los lavados finales puede servir para asegurar un alto grado de hibridacién. Para ejemplos detallados, véase,
Ausubel et al., supra en las paginas 2.10.1 to 2.10.16 y Sambrook et al. (1989, supra) en las secciones 1.101 a
1.104.

Mientras que los lavados rigurosos tipicamente se llevan a cabo a temperaturas desde aproximadamente 42°C a
68°C, el experto en la materia apreciara que otras temperaturas pueden ser adecuadas para condiciones rigurosas.
La tasa de hibridacion maxima tipicamente se produce a aproximadamente de 20°C a 25°C por debajo de la T, para
la formacién de un hibrido ADN-ADN. Se sabe bien en la técnica que la T, es la temperatura de fusion, o
temperatura a la que dos secuencias de polinucleétidos complementarias se disocian. En la técnica se conocen bien
métodos para estimar la Tr, (véase, Ausubel et al., supra en la pagina 2.10.8).

En general, la T, de un duplex de ADN perfectamente apareado se puede predecir como una aproximacion
mediante la formula: T, = 81,5 + 16,6 (logio M) + 0,41 (%G+C) — 0,63 (% formamida) — (600/longitud) en donde: M
es la concentracién de Na®, preferiblemente en el intervalo de 0,01 molar a 0,4 molar; %G+C es la suma de bases
de guanosina y citosina como un porcentaje del nimero total de bases, en el intervalo entre el 30% y el 75%; % de
formamida es el porcentaje la concentracion de formamida por volumen; longitud es el nimero de pares de bases en
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el duplex de ADN. La T, de un duplex de ADN disminuye en aproximadamente 1°C con cada aumento del 1% en el
numero de pares de bases aleatoriamente mal apareadas. El lavado generalmente de lleva a cabo a T, — 15°C para
alta rigurosidad, o Ty, — 30°C para rigurosidad moderada.

En un ejemplo de un procedimiento de hibridacién, una membrana (por ejemplo, una membrana de nitrocelulosa o
una membrana de nailon) que contiene ADN inmovilizado se hibrida durante la noche a 42°C en tampdn de
hibridaciéon (formamida desionizada al 50%, SSC 5x, solucién de Denhardt 5x (ficoll al 0,1%, polivinilpirrolidona al
0,1% y seroalbumina bovina al 0,1%), SDS al 0,1% y ADN de esperma de salmon desnaturalizado 200 mg/ml) que
contiene una sonda marcada. La membrana se somete después a dos lavados secuenciales de rigurosidad media
(es decir, SSC 2x, SDS al 0,1% durante 15 minutos a 45°C, seguido por SSC 2x, SDS al 0,1% durante 15 minutos a
50°C), seguido por dos lavados secuenciales de mayor rigurosidad (es decir, SSC 0,2x, SDS al 0,1% durante 12
minutos a 55°C seguido por SSC 0,2x y solucion de SDS al 0,1% durante 12 minutos a 65-68°C.

Se pueden preparar polinucleétidos y fusiones de los mismos, manipulados y/o expresados usando cualquiera de
una variedad de técnicas bien establecidas conocidas y disponibles en la técnica. Por ejemplo, secuencias
polinucleotidicas que codifican polipéptidos de la presente divulgacion, o proteinas de fusion o equivalentes
funcionales de los mismos, se pueden usar en moléculas de ADN recombinantes para la expresion directa de un
polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado y/o variante en células huésped apropiadas. Debido a la degeneracion
inherente del codigo genético, otras secuencias de ADN que codifican sustancialmente la misma o una secuencia de
aminoacidos funcionalmente equivalente se pueden producir y estas secuencias se pueden usar para clonar y
expresar un polipéptido determinado.

Como entenderan los expertos en la materia, puede ser ventajoso en algunos casos producir secuencias de
nucledtidos que codifican polipéptidos que poseen codones no naturales. Por ejemplo, se pueden seleccionar
codones preferidos por un huésped procariota o eucariota particular para aumentar la tasa de expresion de proteina
o para producir un transcrito de ARN recombinante que tiene propiedades deseables, tal como una semivida que es
mas larga que la de un transcrito generado de la secuencia natural.

Ademas, las secuencias polinucleotidicas de la presente divulgacién se pueden manipular usando métodos
generalmente conocidos en la técnica para alterar secuencias codificantes de polipéptidos por una variedad de
razones, incluyendo, pero no limitadas a, alteraciones que modifican la clonacién, procesamiento, expresion y/o
actividad del producto génico.

Para expresar un polipéptido deseado, se puede insertar una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido, o
un equivalente funcional, en un vector de expresién apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos
necesarios para la transcripcion y traduccion de la secuencia codificante insertada. Se pueden usar métodos que
conocen bien los expertos en la materia para construir vectores de expresidon que contienen las secuencias que
codifican un polipéptido de interés y elementos de control de transcripcion y traduccion apropiados. Estos métodos
incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas, y recombinacion genética in vivo. Tales técnicas
se describen en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (1989), y Ausubel et al., Current Protocols
in Molecular Biology (1989).

Se conocen una variedad de sistemas vector de expresion/huésped y se pueden utilizar para contener y expresar
secuencias de polinucleétidos. Estos incluyen, pero no estan limitados a, microorganismos tal como bacterias
transformadas con vectores de expresion de ADN de bacteriéfagos, plasmidos o cosmidos recombinantes; levaduras
transformadas con vectores de expresion de levaduras; sistemas de células de insecto infectadas con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformados con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con
vectores de expresion bacterianos (por ejemplo, plasmidos Ti o pBR322); o sistemas de células animales.

Los “elementos de control” o “secuencias reguladoras” presentes en un vector de expresion son esas regiones no
traducidas del vector --potenciadores, promotores, regiones no traducidas en 5 y 3'-- que interaccionan con
proteinas celulares del huésped para llevar a cabo transcripcion y traduccion. Tales elementos pueden variar en su
potencia y especificidad. Dependiendo del sistema de vector y huésped utilizado, se puede usar cualquier nimero
de elementos de transcripcion y traduccion adecuados. Por ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos, se
pueden usar promotores inducibles tal como el promotor LacZ hibrido del fagémido PBLUESCRIPT (Stratagene, La
Jolla, Calif.) o el plasmido PSPORT1 (Gibco BRL, Gaithersburg, Md.) y similares. En sistemas de células de
mamifero, promotores de genes de mamiferos o de virus de mamiferos son generalmente preferidos. Si es
necesario para generar una linea celular que contenga multiples copias de la secuencia que codifica un polipéptido,
vectores basados en SV40 o EBV se pueden usar ventajosamente con un marcador seleccionable apropiado.

En sistemas bacterianos, un numero de vectores de expresién se pueden seleccionar dependiendo del uso
pretendido para el polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades, se pueden usar
vectores que dirigen altos niveles de expresion de proteinas de fusidon que se purifican facilimente. Tales vectores
incluyen, pero no estan limitados a, los vectores de clonacion y expresion multifuncionales de E. coli tal como
BLUESCRIPT (Stratagene), en el que la secuencia que codifica el polipéptido de interés se puede ligar en el vector
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en el mismo marco de lectura que las secuencias para la Met amino-terminal y los posteriores 7 residuos de -
galactosidasa de modo que se produce una proteina hibrida; vectores pIN (Van Heeke & Schuster, J. Biol. Chem.
264:5503 5509 (1989)); y similares. También se pueden usar vectores pGEX (Promega, Madison, Wis.) para
expresar polipéptidos exégenos como proteinas de fusién con glutation S-transferasa (GST). En general, tales
proteinas de fusién son solubles y se pueden purificar faciimente de células lisadas por adsorcion a bolas de
glutation-agarosa seguido por elucién en presencia de glutation libre. Se pueden disefiar las proteinas hechas en
tales sistemas para que incluyan sitios de corte de proteasas heparina, trombina, o factor XA de modo que el
polipéptido de interés clonado se pueda liberar de la fraccién GST a voluntad.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, se pueden usar un numero de vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles tal como factor alfa, alcohol oxidasa y PGH. Para revisiones, véase, Ausubel et al. (supra)
y Grant et al., Methods Enzymol. 153:516-544 (1987).

En casos donde se usan vectores de expresion vegetales, la expresion de las secuencias que codifican polipéptidos
pueden estar dirigidas por cualquiera de un numero de promotores. Por ejemplo, promotores viricos como los
promotores 35S y 19S de CaMV se pueden usar solos o en combinacion con la secuencia lider omega de TMV
(Takamatsu, EMBO J. 6:307-311 (1987)). Alternativamente, se pueden usar promotores vegetales tal como
promotores de la subunidad pequefia de RUBISCO o de proteinas de choque térmico (Coruzzi et al., EMBO J.
3:16711680 (1984); Broglie et al., Science 224:838-843 (1984); y Winter et al., Results Probl. Cell Differ. 17:85-105
(1991)). Estas construcciones se pueden introducir en células vegetales por transformacion directa de ADN o
transfeccion mediada por patégeno. Tales técnicas se describen en un numero de revisiones generalmente
disponibles (véase, por ejemplo, Hobbs en McGraw Hill, Yearbook of Science and Technology, pp. 191-196 (1992)).

También se puede usar un sistema de insecto para expresar un polipéptido de interés. Por ejemplo, en uno de tales
sistemas, se usa el virus de la poliedrosis nuclear de Autografa californica (AcNPV) como un vector para expresar
genes en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Las secuencias que codifican el polipéptido
se pueden clonar en una regiéon no esencial del virus, tal como el gen de la poliedrina, y colocar bajo el control del
promotor de la poliedrina. La insercion con éxito de la secuencia que codifica el polipéptido hara el gen de la
poliedrina inactivo y producira virus recombinante que carece de proteina de cubierta. Los virus recombinantes se
pueden usar después pata infectar, por ejemplo, células de S. frugiperda o larvas de Trichoplusia en las que se
puede expresar el polipéptido de interés (Engelhard et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:3224-3227 (1994)).

En células huéspedes de mamiferos, un numero de sistemas de expresion viricos estan generalmente disponibles.
Por ejemplo, en casos donde se usa un adenovirus como un vector de expresion, las secuencias que codifican un
polipéptido de interés se pueden ligar en un complejo de transcripcién/traduccion de adenovirus que consiste en el
promotor tardio y secuencia lider tripartita. La insercion en una regién no esencial E1 o E3 del genoma virico se
puede usar para obtener un virus viable que es capaz de expresar el polipéptido en células huésped infectadas
(Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:3655-3659 (1984)). Ademas, se pueden usar potenciadores de
transcripcion, tal como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV) o la regién potenciadora/promotora
inmediata/temprana del citomegalovirus (CMV) para aumentar la expresion en células huésped de mamifero.

También se pueden usar sefales de iniciacion especificas para lograr la traduccién mas eficaz de secuencias que
codifican un polipéptido de interés. Tales sefiales el codén de iniciacion ATG y secuencias adyacentes. En casos
donde las secuencias que codifican el polipéptido, su coddn de iniciacion y secuencias anteriores se insertan en el
vector de expresion apropiado, puede no ser necesario sefales de control de transcripcién o traduccion adicionales.
Sin embargo, en casos donde solo la secuencia codificante, o una parte de la misma, se inserta, se deben
suministrar sefiales de control de traduccion exégenas incluyendo el codén de iniciacion ATG. Ademas, el codon de
iniciacion debe estar en el marco de lectura correcto para asegurar la traduccién del inserto entero. Los elementos
de traduccion y codones de iniciacion exdgenos pueden ser de varios origenes, tanto naturales como sintéticos. La
eficacia de la expresion se puede aumentar mediante la inclusién de potenciadores que sean apropiados para el
sistema celular particular que se usa, tales como los descritos en la bibliografia (Scharf. et al., Results Probl. Cell
Differ. 20:125-162 (1994)).

Ademas, se puede elegir una cepa de células huésped por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias insertadas o para procesar la proteina expresada de la manera deseada. Tales modificaciones del
polipéptido incluyen, pero no estan limitadas a, acetilacion, carboxilacion, glucosilacion, fosforilacion, lipidacion y
acilacién. También se puede usar procesamiento postraduccional que corta una forma “prepro” de la proteina para
facilitar la insercién, plegamiento y/o funcion correctos. Diferentes células huésped tal como CHO, HelLa, MDCK,
HEK293 y W138, que tienen maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para tales actividades
postraduccionales, se pueden elegir para asegurar la modificacién y procesamiento correctos de la proteina
exogena.

Para produccién de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes, generalmente se prefiere la
expresion estable. Por ejemplo, lineas celulares que expresan establemente un polinucledtido de interés se pueden
transformar usando vectores de expresion que pueden contener origenes viricos de replicacion y/o elementos de
expresion endogenos y un gen de marcador seleccionable en el mismo vector o uno separado. Después de la
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introduccion del vector, las células se pueden dejar crecer durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de
cambiarlas a medio selectivo. El fin del marcador seleccionable es otorgar resistencia para seleccion, y su presencia
permite crecimiento y recuperacion de células que expresan con éxito las secuencias introducidas. Los clones
resistentes de células establemente transformadas se pueden hacer proliferar usando técnicas de cultivo celular
apropiadas al tipo celular.

Se puede usar cualquier nimero de sistemas de seleccidn para recuperar lineas celulares transformadas. Estos
incluyen, pero no estan limitados a, los genes de la timidina quinasa del virus del herpes simple (Wigler et al., Cell
11:223-232 (1977)) y adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et al., Cell 22:817-823 (1990)) que se pueden emplear en
células tk- o aprt-, respectivamente. Ademas, se puede usar resistencia a antimetabolito, antibiético o herbicida
como la base para la seleccion; por ejemplo, dhfr que otorga resistencia a metotrexato (Wigler et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 77:3567-70 (1980)); npt, que otorga resistencia a los aminoglucésidos, neomicina y G-418
(Colbere-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150:1-14 (1981)); y als o pat, que otorgan resistencia a clorsulfuron y
fosfinotricina acetiltransferasa, respectivamente (Murry, supra). Se han descrito genes seleccionables adicionales,
por ejemplo, trpB, que permite que las células utilicen indol en lugar de triptéfano, o hisD, que permite que las
células utilicen histinol en lugar de histidina (Hartman & Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:8047-51 (1988)).
El uso de marcadores visibles ha ganado popularidad con tales marcadores como antocianinas, B-glucuronidasa y
su sustrato GUS, y luciferasa y su sustrato luciferina, que son muy usados no solo para identificar transformantes,
sino también para cuantificar la cantidad de expresién de proteina transitoria o estable atribuible a un sistema de
vector especifico (Rhodes et al., Methods Mol. Biol. 55:121-131 (1995)).

Una variedad de protocolos para detectar y medir la expresion de productos codificados por polinucleétidos, usando
anticuerpos policlonales o monoclonales especificos para el producto se conocen en la técnica. Los ejemplos
incluyen enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), y separacion celular activada por
fluorescencia (FACS). Estos y ofros ensayos se describen, entre otros sitios, en Hampton et al., Serological
Methods, a Laboratory Manual (1990) y Maddox et al., J. Exp. Med. 158:1211-1216 (1983).

Los expertos en la materia conocen una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugacion y se pueden usar
en varios ensayos de acido nucleico y aminoacidos. Los medios para producir sondas de hibridacion o PCR
marcadas para detectar secuencias relacionadas con polinucledtidos incluyen oligomarcaje, desplazamiento de la
mella, marcaje terminal o amplificacién por PCR usando un nucleétido marcado. Alternativamente, las secuencias, o
cualquier parte de las mismas se pueden clonar en un vector para la produccién de una sonda de ARNm. Tales
vectores se conocen en la técnica, estan comercialmente disponibles, y se pueden usar para sintetizar sondas de
ARN in vitro por adicion de una ARN polimerasa apropiada tal como T7, T3 o SP6 y nucledtidos marcados. Estos
procedimientos se pueden realizar usando una variedad de kits comercialmente disponibles. Las moléculas
indicadoras o marcadores adecuados, que se pueden usar incluyen radionuclidos, enzimas, agentes fluorescentes,
quimioluminiscentes, o cromégenos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas, y similares.

Se pueden cultivar células huésped transformadas con una secuencia polinucleotidica de interés en condiciones
adecuadas para la expresion y recuperacion de la proteina del cultivo celular. La proteina producida por una célula
recombinante se puede secretar o estar contenida intercelularmente dependiendo en la secuencia y/o el vector
usados. Como entenderan los expertos en la materia, se pueden disefiar vectores de expresion que contienen
polinucledtidos de la presente divulgacion para que contengan secuencias sefial que dirigen la secrecion del
polipéptido codificado a través de la membrana celular procariota o eucariota. Se pueden usar otras construcciones
recombinantes para unir secuencias que codifican un polipéptido de interés a una secuencia de nucleétidos que
codifica un dominio polipeptidico que facilitara la purificacion de proteinas solubles.

Composiciones de anticuerpos, fragmentos de los mismos y otros agentes de unién

Segun otro aspecto, la presente divulgacion proporciona ademas agentes de union, tal como anticuerpos y
fragmentos de unién a antigenos de los mismos, que muestran unién inmunoldgica a un polipéptido divulgado en el
presente documento, o a una parte, variante o derivado del mismo, y métodos de usar los mismos. Preferiblemente,
tales agentes de unién son eficaces para modular uno o mas de las actividades no candnicas mediadas por un
polipéptido YRS de la presente divulgacion, o para detectar la presencia o ausencia de polipéptidos YRS
seleccionados (por ejemplo, truncamientos, variantes de ayuste alternativo, mutantes) en una muestra, tal como una
muestra bioldgica obtenida de un sujeto.

Por ejemplo, ciertas formas de realizacién de la presente divulgacion contemplan un método de identificar o
caracterizar un polipéptido YRS en un sujeto, que comprende obtener una muestra bioldgica de un sujeto, poner en
contacto la muestra bioldgica con un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, en donde el anticuerpo
o fragmento de antigeno especificamente se une a un polipéptido YRS de la presente divulgacion, y detectar la
presencia o ausencia del anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, unido, identificando o
caracterizando de esta manera el polipéptido YRS en un sujeto. En ciertos aspectos de la presente divulgacion, el
anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se une especificamente a un cierto polipéptido YRS variante
o truncado, tal como un mutante YRS seleccionado o variante de ayuste alternativo, pero no se une especificamente
a otros polipéptidos YRS, tal como un polipéptido YRS, de tipo salvaje, de longitud completa.
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Se dice que un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se “une especificamente”, “une
inmunolégicamente” y/o es “inmunolégicamente reactivo” con un polipéptido de la presente divulgacion si reacciona
a un nivel detectable (en, por ejemplo, un ensayo ELISA) con el polipéptido, y no reacciona detectablemente con
polipéptidos no relacionados en condiciones similares.

Unién inmunoldgica, como se usa en este contexto, generalmente se refiere a las interacciones no covalentes del
tipo que se producen entre una molécula de inmunoglobulina y un antigeno para el que la inmunoglobulina es
especifica. La fuerza, o afinidad de interacciones de unién inmunolégica se puede expresar en términos de la
constante de disociacion (Kq) de la interaccién, en donde una Kyq menor representa una afinidad mayor. Las
propiedades de unién inmunolégica de los polipéptidos seleccionados se pueden cuantificar usando métodos bien
conocidos en la técnica. Uno de tales métodos supone medir las velocidades de formacion y disociacion de
complejos sitio de union a antigeno/antigeno, en donde esas velocidades dependen de las concentraciones de los
compafieros del complejo, la afinidad de la interaccion, y de los parametros geométricos que influyen igualmente la
velocidad en ambas direcciones. Por tanto, se pueden determinar tanto la “constante de velocidad de asociacion”
(Kon) vy la “constante de velocidad de disociacion” (Ko) por calculo de las concentraciones y las velocidades reales de
asociacion y disociacion. La proporcion de Koi/Kon permite la cancelacion de todos los parametros no relacionados
con la afinidad, y es igual, por tanto, a la constante de disociacion Ky. Véase, en general, Davies et al. (1990) Annual
Rev. Biochem. 59:439-473.

Un “sitio de union a antigeno” o “parte de union” de un anticuerpo se refiere a la parte de la molécula de
inmunoglobulina que participa en la union al antigeno. El sitio de unién al antigeno esta formado por residuos de
aminoacidos de las regiones variables (“V”) N-terminales de las cadenas pesada (“H”) y ligera (“L”). Tres tramos muy
divergentes en las regiones V de las cadenas pesada y ligera se denominan “regiones hipervariables” que se
interponen entre tramos flanqueantes mas conservados conocidos como “regiones marco” o “FR”. Por tanto, el
término “FR” se refiere a secuencias de aminoacidos que se encuentran de forma natural entre y adyacentes a
regiones hipervariables en inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo, las tres regiones hipervariables de
una cadena ligera y las tres regiones hipervariables de una cadena pesada se disponen relativas entre si en el
espacio tridimensional para formar una superficie de union a antigeno. La superficie de unién a antigeno es
complementaria a la superficie tridimensional de un antigeno unido, y las tres regiones hipervariables de cada una
de las cadenas pesada y ligera se denominan “regiones determinantes de complementariedad” o “CDR”.

Un agente de union puede ser, por ejemplo, un ribosoma, con o sin un componente peptidico, una molécula de ARN
o un polipéptido. En una forma de realizacion preferida de la presente divulgacion, un agente de unién es un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Se pueden preparar anticuerpos por cualquiera de una
variedad de técnicas que conocen los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. En general, se pueden producir anticuerpos por técnicas
de cultivo celular, incluyendo la generacion de anticuerpos monoclonales como se describe en el presente
documento, o a través de transfeccion de genes de anticuerpo en huéspedes bacterianos o de células de mamiferos
adecuados, para permitir la produccion de anticuerpos recombinantes. En una técnica, un inmundégeno que
comprende el polipéptido se inyecta inicialmente en cualquiera de una amplia variedad de mamiferos (por ejemplo,
ratones, ratas, conejos, oveja o cabras). En este paso, los polipéptidos de esta divulgacion pueden servir como el
inmunogeno sin modificacion. Alternativamente, en particular para polipéptidos relativamente cortos, se puede
provocar una respuesta inmunitaria superior si el polipéptido se une a una proteina portadora, tal como seroalbumina
bovina o hemocianina de lapa californiana. El inmundgeno se inyecta en el huésped animal, preferiblemente segun
un programa predeterminado que incorpora una o mas inmunizaciones de recuerdo, y los animales se sangran
periédicamente. Se pueden purificar después anticuerpos policlonales especificos para el polipéptido de tales
antisueros mediante, por ejemplo, cromatografia de afinidad usando el polipéptido acoplado a un soporte sélido
adecuado.

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales especificos para un polipéptido de interés, por ejemplo, usando la
técnica de Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol. 6:511-519, 1976, y mejoras a la misma. Brevemente, estos métodos
implican la preparacién de lineas celulares inmortales capaces de producir anticuerpos que tienen la especificidad
deseada (es decir, reactividad con el polipéptido de interés). Tales lineas celulares se pueden producir, por ejemplo,
de células de bazo obtenidas de un animal inmunizado como se ha descrito anteriormente. Las células de bazo se
inmortalizan después, por ejemplo, por fusidon con un compariero de fusién de célula de mieloma, preferiblemente
uno que es singénico con el animal inmunizado. Se pueden emplear una variedad de técnicas de fusion. Por
ejemplo, las células de bazo y las células de mieloma se pueden combinar con un detergente no i6nico durante unos
pocos minutos y después sembrar a baja densidad en un medio selectivo que soporta el crecimiento de células
hibridas, pero no células de mieloma. Una técnica de seleccion preferida usa seleccion con HAT (hipoxantina,
aminopterina, timidina). Después de un tiempo suficiente, habitualmente aproximadamente de 1 a 2 semanas, se
observan colonias de hibridos. Se seleccionan colonias individuales y sus sobrenadantes de cultivo se ensayan para
actividad de unién contra el polipéptido. Se prefieren hibridomas que tienen alta reactividad y especificidad.

Se pueden aislar anticuerpos monoclonales de los sobrenadantes de colonias de hibridoma en crecimiento. Ademas,
se pueden emplear varias técnicas para aumentar el rendimiento, tal como inyeccién de la linea de células de
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hibridoma en la cavidad peritoneal de un huésped vertebrado adecuado, tal como un ratén. Los anticuerpos
monoclonales se pueden recoger después del fluido ascitico o la sangre. Se pueden eliminar contaminantes de los
anticuerpos por técnicas convencionales, tal como cromatografia, filtracion en gel, precipitacion y extraccion. Los
polipéptidos de esta divulgacion se pueden usar en el proceso de purificacion en, por ejemplo, un paso de
cromatografia de afinidad.

En la técnica se conocen un numero de moléculas terapéuticamente utiles que comprenden sitios de unién a
antigenos que son capaces de mostrar propiedades de unién inmunolégica de una molécula de anticuerpo. La
enzima proteolitica papaina preferentemente corta moléculas de IgG para dar varios fragmentos, dos de los cuales
(los fragmentos “F(ab)”) comprenden cada uno un heterodimero covalente que incluye un sitio de union a antigeno
intacto. La enzima pepsina es capaz de cortar moléculas de IgG para proporcionar varios fragmentos, incluyendo el
fragmento “F(ab’),” que comprende ambos sitios de union a antigeno. Se puede producir un fragmento “Fv” por corte
proteolitico preferente de una molécula de inmunoglobulina IgM, y en raras ocasiones IgG o IgA. Sin embargo, los
fragmentos Fv se derivan mas cominmente usando técnicas recombinantes conocidas en la técnica. El fragmento
Fv incluye un heterodimero Vu::V. no covalente que incluye un sitio de unién a antigeno que retiene mucho de las
capacidades de reconocimiento y unién a antigeno de la molécula de anticuerpo nativa. Inbar et al. (1972) Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 69:2659-2662; Hochman et al. (1976) Biochem 15:2706-2710; y Ehrlich et al. (1980) Biochem
19:4091-4096.

Un polipéptido Fv monocatenario (“sFv”) es un heterodimero Vu::V. covalentemente unido que se expresa de una
fusion de genes que incluye genes que codifican Vi y Vi unidos por un enlazador que codifica péptido. Huston et al.
(1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85(16):5879-5883. Se han descrito un numero de métodos para discernir
estructuras quimicas para convertir las cadenas polipeptidicas ligera y pesada naturalmente agregadas --pero
quimicamente separadas-- de la region V de un anticuerpo en una molécula sFv que se plegara a una estructura
tridimensional sustancialmente similar a la estructura de un sitio de unién a antigeno. Véase, por ejemplo, las
patentes en EE UU No. 5.091.513 y 5.132.405 a Huston et al.; y la patente en EE UU No. 4.946.778 a Ladner et al.

Cada una de las moléculas anteriormente descritas incluye un conjunto de CDR de la cadena pesada y la cadena
ligera, respectivamente interpuestas entre un conjunto de FR de cadena pesada y cadena ligera para proporcionar
soporte a las CDR y define la relacion espacial de las CDR relativas entre si. Como se usa en el presente
documento, el término “conjunto de CDR” se refiere a las tres regiones hipervariables de una region V de cadena
pesada o ligera. Procediendo del extremo N de una cadena pesada o ligera, estas regiones se indican como
“CDR1”, “CDR2” y “CDR3” respectivamente. Por tanto, un sitio de union a antigeno incluye seis CDR, que
comprenden el conjunto de CDR de cada una de una regién V de una cadena pesada y una ligera. Un polipéptido
que comprende una Unica CDR (por ejemplo, una CDR1, CDR2 o CDR3) se denomina en el presente documento
una “unidad de reconocimiento molecular”. El andlisis cristalografico de un ndmero de complejos antigeno-
anticuerpo ha demostrado que los residuos de aminoacidos de las CDR forman contacto extenso con el antigeno
unido, en donde el contacto con el antigeno mas extenso es con la CDR3 de la cadena pesada. Por tanto, las
unidades de reconocimiento molecular son principalmente responsables de la especificidad de un sitio de unién a
antigeno.

Como se usa en el presente documento, el término “conjunto de FR” se refiere a las cuatro secuencias de
aminoacidos flanqueantes que enmarcan las CDR de un conjunto de CDR de una regién V de una cadena pesada o
ligera. Algunos residuos FR pueden entrar en contacto con antigeno unido; sin embargo, las FR son principalmente
responsables para el plegamiento de la regiéon V en el sitio de unién a antigeno, particularmente los residuos FR
directamente adyacentes a las CDR. En las FR, ciertos residuos de aminoacidos y ciertas caracteristicas
estructurales estan muy conservadas. A este respecto, todas las secuencias de regiones V contienen un bucle
disulfuro interno de aproximadamente 90 residuos de aminoacidos. Cuando la region V se pliega en un sitio de
union, las CDR se muestran como motivos de bucle en proyeccion que forman una superficie de union antigeno. En
general se reconoce que hay regiones estructurales conservadas de las FR que influyen la forma plegada de los
bucles de CDR en ciertas estructuras “candnicas” --independientemente de la secuencia de aminoacidos de CDR
precisa. Ademas, se sabe que ciertos residuos FR participan en contactos interdominio no covalentes que
estabilizan la interaccion de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo.

Se han descrito un nimero de moléculas de anticuerpo “humanizado” que comprenden un sitio de unién a antigeno
derivado de una inmunoglobulina no humana, incluyendo anticuerpos quiméricos que tienen regiones V de roedores
y sus CDR asociadas fusionadas a dominios constantes humanos (Winter et al. (1991) Nature 349:293-299; Lobuglio
et al. (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:4220-4224; Shaw et al. (1987) J Immunol. 138:4534-4538; y Brown ef al.
(1987) Cancer Res. 47:3577-3583), CDR de roedor injertadas en una FR soporte humana antes de la fusion con un
dominio constante de anticuerpo humano apropiado (Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-327; Verhoeyen et al.
(1988) Science 239:1534-1536; y Jones et al. (1986) Nature 321:522-525), y CDR de roedores soportadas por FR de
roedores recombinantemente recubiertas (publicacion de patente europea No. 519.596, publicada el 23 de
diciembre, 1992). Estas moléculas “humanizadas” se disefian para minimizar respuesta inmunoldgica no deseada
hacia moléculas de anticuerpo antihumanas de roedor que limita la duracién y eficacia de las aplicaciones
terapéuticas de estas fracciones en receptores humanos.
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Como se usan en el presente documento, los términos “FR recubiertas” y “FR recombinantemente recubiertas” se
refiere a la sustitucion selectiva de residuos FR de, por ejemplo, una region V de cadena pesada o ligera de roedor,
con residuos FR humanos para proporcionar una molécula xendégena que comprende un sitio de unioén a antigeno
que retiene sustancialmente toda la estructura de plegamiento de polipéptido de FR nativa. Las técnicas de
recubrimiento se basan en el entendimiento de que las caracteristicas de union del ligando de un sitio de union a
antigeno estan determinadas principalmente por la estructura y disposicion relativa de los conjuntos de CDR de la
cadena pesada y ligera en la superficie de uniéon a antigeno. Davies et al. (1990) Ann. Rev. Biochem. 59:439-473.
Por tanto, la especificidad de unidn al antigeno se puede conservar en un anticuerpo humanizado solo en donde las
estructuras de las CDR, su interaccion entre ellas, y su interaccion con el resto de los dominios de la region V se
mantienen cuidadosamente. Usando técnicas de recubrimiento, los residuos FR exteriores (por ejemplo, accesibles
al solvente) que encuentra faciimente el sistema inmunitario se sustituyen selectivamente con residuos humanos
para proporcionar una molécula hibrida que comprende una superficie recubierta o bien débilmente inmundégena, o
sustancialmente no inmunoégena.

En otra forma de realizacion de la presente divulgacion, los anticuerpos monoclonales como se divulgan en el
presente documento se pueden acoplar a uno o mas agentes de interés. Por ejemplo, se puede acoplar (por
ejemplo, unir covalentemente) un agente terapéutico a un anticuerpo monoclonal adecuado sea directa o
indirectamente (por ejemplo, a través de un grupo enlazador). Una reaccion directa entre un agente y un anticuerpo
es posible cuando cada uno posee un sustituyente capaz de reaccionar con el otro. Por ejemplo, un grupo
nucleofilico, tal como un grupo amino o sulfhidrilo, en uno puede ser capaz de reaccionar con un grupo que contiene
carbonilo, tal como un anhidrido o haluro acido, o con un grupo alquilo que contiene un buen grupo saliente (por
ejemplo, un haluro) en el otro.

Alternativamente, puede ser deseable acoplar un agente terapéutico y un anticuerpo a través de un grupo enlazador.
Un grupo enlazador puede funcionar como un espaciador para separar un anticuerpo de un agente para evitar
interferencias con las capacidades de union. Un grupo enlazador también puede servir para aumentar la reactividad
quimica de un sustituyente en un agente o un anticuerpo, y asi aumentar la eficacia de acoplamiento. Un aumento
en la reactividad quimica también puede facilitar el uso de agentes, o grupos funcionales en agentes, que de otra
manera no seria posible.

Sera evidente para los expertos en la materia que una variedad de reactivos bifuncionales o polifuncionales, tanto
homo- como hetero-funcionales (tal como los descritos en el catdlogo de Pierce Chemical Co., Rockford, IL), se
puede emplear como el grupo enlazador. El acoplamiento se puede realizar, por ejemplo, mediante grupos amino,
grupos carboxilo, grupos sulfhidrilo o residuos glucidicos oxidados. Hay numerosas referencias que describen tal
metodologia, por ejemplo, la patente en EE UU No. 4.671.958 a Rodwell et al.

Donde un agente terapéutico es mas potente cuando esta libre de la parte de anticuerpo de los inmunoconjugados
de la presente divulgacion, puede ser deseable usar un grupo enlazador que se corte durante o tras la
internalizacién en una célula. Se han descrito un numero de diferentes grupos enlazadores cortables. Los
mecanismos para la liberacion intracelular de un agente de estos grupos enlazadores incluyen corte por reduccion
de un enlace disulfuro (por ejemplo, patente en EE UU No. 4.489.014 a Spitler), por irradiacion de un enlace fotolabil
(por ejemplo, patente en EE UU No. 4.625.014, a Sender ef al.), por hidrélisis de cadenas laterales de aminoacidos
derivadas (por ejemplo, patente en EE UU No. 4.638.045 a Kohn et al.), por hidrdlisis mediada por complemento de
suero (por ejemplo, patente en EE UU No. 4.671.958, a Rodwell et al.) e hidrdlisis catalizada por acido (por ejemplo,
patente en EE UU No. 4.569.789 a Blattler et al.).

Puede ser deseable acoplar mas de un agente a un anticuerpo. En una forma de realizacion de la presente
divulgaciéon, multiples moléculas de un agente se acoplan a una molécula de anticuerpo. En ofra forma de
realizacion de la presente divulgacion, mas de un tipo de agente se puede acoplar a un anticuerpo.
Independientemente de la forma de realizacién particular divulgada en el presente documento, se pueden preparar
inmunoconjugados con mas de un agente en una variedad de modos. Por ejemplo, se puede acoplar mas de un
agente directamente a una molécula de anticuerpo, o se pueden usar enlazadores que proporcionan multiples sitios
para la union.

Trombocitopenia y métodos de uso

Como se ha indicado anteriormente, la presente divulgacion, en general, se refiere a métodos de tratar, y/o reducir
los riesgos de desarrollar, trombocitopenia u otras afecciones asociadas con recuento de plaquetas disminuido. La
trombocitopenia se caracteriza generalmente por recuentos de plaquetas reducidos, comparados con un intervalo
normal de recuentos de plaquetas para un sujeto tipico. Por ejemplo, trombocitopenia se refiere generalmente a una
disminucion en el recuento de plaquetas hasta aproximadamente 100.000/mm?® o menor comparado con un recuento
de plaquetas normal. Un recuento de plaquetas normal generalmente varia desde aproximadamente 150.000 mm?
hasta aproximadamente 450.000 mm? en un sujeto.

La trombocitopenia con frecuencia no produce signos o sintomas, pero se puede identificar por analisis de sangre
rutinario. Si estan presentes, los posibles signos y sintomas de trombocitopenia incluyen hematomas faciles y/o
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hemorragia excesiva. Por ejemplo, la hemorragia en la piel puede ser el primer signo de un bajo recuento de
plaquetas. Con frecuencia aparecen muchos puntos rojos diminutos (petequias) en la piel en las pantorrillas, y
lesiones menores pueden producir pequefios cardenales esparcidos. Ademas, las encias pueden sangrar, y puede
aparecer sangre en heces u orina. Los periodos menstruales pueden ser inhabitualmente pesados. La hemorragia
puede ser dificil de parar.

La hemorragia tipicamente empeora segun disminuye el nimero de plaquetas. Las personas que tienen muy pocas
plaquetas pueden perder granes cantidades de sangre en el aparato digestivo o pueden desarrollar hemorragia
potencialmente mortal en el cerebro incluso aunque no se hayan lesionado. La velocidad a la que se desarrollan los
sintomas puede variar dependiendo de la causa de la trombocitopenia.

La trombocitopenia puede ser congénita, adquirida y/o iatrogénica, y puede provenir de una variedad de causas o
afecciones fisioldgicas subyacentes. Por ejemplo, la trombocitopenia puede resultar generalmente de produccion
disminuida de plaquetas, destruccion aumentada de plaquetas, consumo de plaquetas, captura/secuestro de
plaquetas debido a hiperesplenismo (es decir, bazo agrandado) o hipotermia, y/o de los efectos secundarios de
ciertas medicaciones (es decir, trombocitopenia inducida por medicacion). Ademas, se producen formas idiopaticas
de trombocitopenia, especialmente en nifios, formas transitorias pueden seguir a infecciones viricas (por ejemplo,
Epstein-Barr o mononucleosis infecciosa), y mujeres embarazadas pueden desarrollar trombocitopenia leve con
frecuencia cuando estan cerca del parto.

Los ejemplos de afecciones congénitas asociadas con la produccion disminuida (es decir, producciéon disminuida o
deficiente) de plaquetas incluyen sindrome de Wiscott-Aldrich, ingestion materna de tiacidas, trombocitopenia
amegacariocitica congénita, sindrome de trombocitopenia y aplasia radial, anemia de Fanconi, sindrome de
Bernard-Soulier, anomalia de May-Hegglin, sindrome de plaquetas grises, sindrome de Alport y rubeola neonatal.
Los ejemplos de afecciones adquiridas asociadas con la produccion disminuida de plaquetas incluyen anemia
aplasica, sindrome mielosiplasico, infiltracion de la médula (por ejemplo, leucemias agudas y crénicas, tumores,
cancer de la médula 6sea), linfomas, deficiencia nutricionales (por ejemplo B4z, acido folico), el uso de agentes
mielosupresores, el uso de farmacos que influyen directamente la produccion de plaquetas (por ejemplo, tiacidas,
alcohol, hormonas), exposiciéon a radiacion (por ejemplo, terapia de radiacion), exposicion a sustancias quimicas
toxicas (por ejemplo, pesticidas, arsénico, benceno), produccion disminuida de trombopoyetina por el higado en
insuficiencia hepatica, septicemia bacteriana, y ciertas infecciones viricas (por ejemplo, varicela, paperas,
parvovirus, sarampion, dengue, VIH, VHC).

Los ejemplos de afecciones congénitas asociadas con destruccion de plaquetas periféricas aumentada incluyen
afecciones no inmunitarias, tal como prematuridad, eritroblastosis fetal, infeccion; y afecciones inmunitarias, tal como
sensibilidad a farmacos, purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) y PTI materna. Los ejemplos de afecciones
adquiridas asociadas con destruccion de plaquetas periféricas aumentada incluyen afecciones no inmunitarias, tal
como sindrome hemolitico-urémico, coagulacion intravascular diseminada, purpura trombocitopénica trombdtica
(PTT); afecciones no inmunitarias, tal como trombocitopenia inducida por farmacos (por ejemplo, especialmente con
quinina y quinidina), purpura postransfusion, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, trombocitopenia
aloinmunitaria neonatal, hemoglobinuria nocturna paroxistica, PTl aguda y crénica, septicemia, y alcohol; ademas
del uso de lineas y dispositivos invasivos (por ejemplo, catéteres arteriales o venosos centrales), bombas de globo
intra-adrticas, valvulas de corazoén prostéticas, asi como el uso de terapias relacionadas con heparina.

La trombocitopenia inducida por medicacion puede resultar, en particular, de ciertos farmacos, tal como agentes
quimioterapéuticos, agentes antiinflamatorios no esteroideos, sulfonamidas, vancomicina, clopidogrel, inhibidores de
glucoproteina llb/llla, interferones, acido valproico, abciximab, linezolida, famotidina, mebeverina, bloqueantes de
histamina, agentes alquilantes, heparina, alcohol, agentes quimioterapéuticos antibioticos, carbapenemos, ureido-
penicilinas, cefazolina, entre otros, conocidos en la técnicas. Los ejemplos particulares de agentes
quimioterapéuticos incluyen, pero no estan limitados a, cisplatino (CDDP), carboplatino, procarbacina,
mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina, ifosfamida, melfalan, clorambucilo, busulfan, nitrosurea, dactinomicina,
daunorubicina, doxorubicina, bleomicina, plicomicina, mitomicina, etopdsido (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes
de unién al receptor de estrégeno, taxol, gemcitabien, navelbina, inhibidores de farnesil-proteina transferasa,
transplatino, 5-fluorouracilo, vincristina, vinblastina y metotrexato, Temazolomida (una forma acuosa de DTIC), o
cualquier analogo o derivado variante de los anteriores.

La presente divulgacion se refiere en general a métodos de tratar, o reducir los riesgos de desarrollar,
trombocitopenia (es decir, recuento de plaquetas disminuido) en un sujeto, tal como en un sujeto que tiene una o
mas de las enfermedades o afecciones ejemplares divulgadas en el presente documento, entre otras conocidas en
la técnica, administrando al sujeto una composicion que comprende una concentracion trombopoyéticamente eficaz
de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado y/o variante, o un polipéptido modificado del mismo. Las formas de
realizacion de la presente divulgacion abarcan métodos de tratamiento pretendidos no solo para aumentar o mejorar
el recuento de plaquetas en un sujeto que tiene un recuento de plaquetas reducido, disminuido, anémalo, o bajo,
sino para mantener un recuento de plaquetas normal en un sujeto en riesgo de desarrollar recuento de plaquetas
bajo. Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion también contemplan el uso de polipéptidos YRS para
aumentar el recuento de plaquetas en un donante de plaquetas, incluyendo un donante de otra manera sano (es
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decir, un donante con un recuento de plaquetas normal), tal como administrar un polipéptido YRS al donante antes
de, durante y/o después del proceso de donacion de plaquetas o aféresis.

Segun esto, ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion incluyen métodos para aumentar el recuento de
plaquetas en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto una composiciéon que comprende una concentracion
trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado y/o variante, o un polipéptido
modificado del mismo, aumentando de esta manera el recuento de plaquetas en el sujeto. Otras formas de
realizacion de la presente divulgacion incluyen métodos de mantener un recuento de plaquetas normal en un sujeto,
que comprenden administrar al sujeto una composicién que comprende una concentracion trombopoyéticamente
eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado y/o variante, tal como en donde el sujeto esta en riesgo de
desarrollar un bajo recuento de plaquetas. Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion pueden incluir
métodos de estimular la trombopoyesis en un sujeto, tal como administrando al sujeto una composicion que
comprende una concentracion trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado y/o
variante. En ciertos aspectos de la presente divulgacion, el sujeto tiene un recuento de plaquetas reducido,
disminuido o anémalo, tal como un recuento de plaquetas de aproximadamente 100.000/mm® o menor. En ciertos
aspectos de la presente divulgacion, los polipéptidos YRS divulgados en el presente documento se pueden utilizar
para estimular la proliferacion y/o diferenciacion de megacariocitos y/o neutréfilos en un sujeto.

Un sujeto que tiene un recuento de plaquetas reducido también puede estar en riesgo de desarrollar otros problemas
asociados con trombocitopenia, tal como sangrar o moretones, hemorragia, hemorragia gastrointestinal, epistaxis
(es decir, hemorragia nasal), o hemorragia intracraneal (es decir, hemorragia en el cerebro). Como un ejemplo
particular, los pacientes sépticos con trombocitopenia tienen hemorragia aumentada. Segun esto, ciertos aspectos
de la presente divulgacion pueden utilizar las composiciones trombopoyéticas divulgadas en el presente documento
para reducir el riesgo de desarrollar estos tipos de problemas asociados a trombocitopenia, entre otros. En otros
aspectos de la presente divulgacion, el sujeto puede estar en riesgo de desarrollar un recuento de plaquetas
reducido, disminuido, o anémalo de otra manera, tal como de una afeccién adquirida asociada con niveles de
plaquetas disminuidas (por ejemplo, ciertas terapias médicas, leucemias, entre otros).

En ciertos aspectos de la presente divulgacion, los métodos de tratamientos descritos en el presente documento se
pueden emplear independientemente de otras modalidades terapéuticas, y puede ser la modalidad terapéutica sola
o principal en que se basa para tratar una afeccion trombocitopénica y/o reducir de otra manera el riesgo no solo de
desarrollar trombocitopenia, sino de desarrollar otros problemas médicos asociados con la misma, tal como
hemorragia. Por ejemplo, un sujeto que tiene trombocitopenia para la que no hay causa subyacente conocida (por
ejemplo, purpura trombocitopénica idiopatica), se puede beneficiar de los métodos de tratamiento divulgados en el
presente documento para aumentar y/o controlar los niveles de plaquetas.

En ciertos aspectos de la presente divulgacion, los métodos y composiciones de la presente divulgacion se pueden
emplear como una parte de una terapia de combinacion, tal como mediante la administracion con otros agentes que
pueden estimular rutas trombopoyéticas y/o hematopoyéticas en un sujeto. Los ejemplos de otros agentes que se
pueden usar como parte incluyen trombopoyetina, citoquinas (por ejemplo, IL-11), quimioquinas, y/o factores de
crecimiento implicados en trombopoyesis o hematopoyesis, incluyendo fragmentos o variantes biolégicamente
activos de los mismos.

En ciertos aspectos de la presente divulgacion, los métodos de la presente divulgacion se pueden emplear junto con
otras modalidades terapéuticas, tal como las implicadas en tratar la afeccion subyacente que causa la afeccion
asociada con trombocitopenia. Por ejemplo, un sujeto que tiene trombocitopenia amegacariocitica congénita (TAMC)
puede someterse finalmente a un procedimiento de trasplante de médula ésea, pero también se puede beneficiar de
un tratamiento separado, como se divulga en el presente documento, para o bien aumentar los niveles de plaquetas
y/o para mantener los niveles de plaquetas en un intervalo normal. Los polipéptidos trombopoyéticos de la presente
divulgacion se pueden emplear en este y aspectos similares.

En ciertos aspectos de la presente divulgacion, los métodos divulgados en el presente documento se pueden
emplear en combinacion con un sujeto que se somete a otros tratamientos médicos, tal como tratamientos que o
bien causan trombocitopenia o aumentan el riesgo de desarrollar trombocitopenia. Por ejemplo, los métodos
divulgados en el presente documento se pueden emplear con un sujeto que se somete, un sujeto a punto de
someterse, y/o un sujeto que se ha sometido, a terapia de radiacion, quimioterapia u otro tipo de tratamiento,
incluyendo varios tipos de tratamientos farmacéuticos, como se describe en el presente documento y se sabe en la
técnica, ya que se sabe que tales tratamientos reducen el recuento de plaquetas en un sujeto. Segun esto, los
métodos divulgados en el presente documento se pueden utilizar antes, durante y/o después de otros tratamientos
médicos para reducir el riesgo de desarrollar trombocitopenia resultante de tales tratamientos, y/o para tratar o
mejorar la trombocitopenia resultante de tales tratamientos.

En ciertas formas de realizaciéon de la presente divulgacion, los métodos divulgados en el presente documento se

pueden utilizar para tratar o controlar profilacticamente sintomas trombocitopénicos asociados con tales afecciones
particulares como se describe en el presente documento y se sabe en la técnica.
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Estimulacion de células progenitoras de megacariocitos y métodos de uso

Los polipéptidos YRS de la presente divulgacion también se pueden usar para estimular el crecimiento de células
progenitoras de megacariocitos, incluyendo células progenitoras tempranas, es decir, los progenitores de linaje
restringido mas primitivos del linaje de megacariocitos. Se incluyen métodos de estimular la proliferacion de células
progenitoras de megacariocitos tempranas, que comprenden incubar un cultivo de células madre hematopoyéticas
con un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa durante un tiempo suficiente para permitir la proliferacién de las células
progenitoras de megacariocitos tempranas, estimulando de esta manera la proliferacion de células progenitoras de
megacariocitos tempranas. En estas y formas de realizacion relacionadas como se divulga en el presente
documento, los polipéptidos YRS de la presente divulgacion se pueden incubar con CMH purificadas, CMH
parcialmente purificadas, cultivos de médula 6sea completa (por ejemplo, para trasplantes de médula ésea), sangre
de corddn umbilical, u otros tipos de cultivo usados en terapias de injerto hematopoyético. Tales métodos pueden
producir un cultivo que esta enriquecido para células progenitoras de megacariocitos tempranas. También se
pueden administrar polipéptidos YRS de la presente divulgacion directamente a un sujeto (in vivo) para estimular la
proliferacion de células progenitoras de megacariocitos tempranas en ese sujeto.

“Células madre hematopoyéticas (CMH)” se refiere en general a “células madre” pluripotentes o multipotente que
dan lugar a los tipos de células sanguineas, incluyendo linajes mieloide (por ejemplo, monocitos y macroéfagos,
neutrdfilos, basdfilos, eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas, células dendriticas), y linfoide (por ejemplo,
células T, células B, células NK), y otros conocidos en la técnica. Las “células madre” tipicamente se definen por su
capacidad para formar multiples tipos celulares (es decir, multipotencia) y su capacidad para autorrenovarse. En
ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, sin embargo, se pueden incluir progenitores oligopotentes y
unipotentes. “Hematopoyesis” se refiere en general al proceso de diferenciacion celular o formacion de células
sanguineas particulares, especializadas a partir de una CMH.

Las CMH se pueden obtener segiin métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden encontrar CMH en la
médula ésea de adultos, que incluye fémures, cadera, costillas, esterndn, y otros huesos. Las CMH se pueden
obtener directamente por retirada de la cadera usando una aguja y jeringa, o de la sangre, son frecuencia después
de pretratamiento con citoquinas, tal como G-CSF (factores estimulantes de colonias de granulocitos), que inducen
que las células se liberen del compartimento de la médula ésea. Otras fuentes para uso clinico y cientifico incluyen
sangre de cordon umbilical, placenta, y sangre periférica modificada. Para fines experimentales, el higado fetal, bazo
fetal y AGM (aorta-gonada-mesonefros) de animales también son fuentes utiles de CMH.

Se pueden identificar CMH segun ciertos marcadores fenotipicos o genotipicos. Por ejemplo, se pueden identificar
CMH por su pequefio tamafio, falta de marcadores de linaje (lin), baja tincién (poblacién lateral) con colorantes
vitales tal como rodamina 123 (rodamina® ", también llamada rho®) o Hoechst 33342, y presencia de varios
marcadores antigénicos en su superficie, muchos de los cueles pertenecen al grupo de la serie de diferenciacion
(por ejemplo, CD34, CD38, CD90, CD133, CD105, CD45, y c-kit, el receptor para factor de células madre). Las CMH
son principalmente negativas para los marcadores que tipicamente se usan para detectar compromiso de linaje, vy,
por tanto, son frecuencia se denominan células lin(-). La mayoria de las CMH humanas se pueden caracterizar como
CD34", CD59*, Thy/CD90", CD38"", C-kit/tCD117" y lin(-). Sin embargo, no todas las células madre estan cubiertas
por estas combinaciones, ya que ciertas CMH son CD34/CD38". También algunos estudios sugieren que las células
madre mas tempranas pueden carecer de c-kit en la superficie celular. Para CMH humanas, CD133 puede
representar un marcador temprano, ya que se ha mostrado que CMH tanto CD34" como CD34 son CD133".

Para la purificacion de CMH lin(-) por citometria de flujo, o FACS, se puede usar una matriz de anticuerpos de
marcadores de linaje de sangre maduros para eliminar las células lin(+) o progenitores multipotentes tardios (PMP),
incluyendo, por ejemplo, anticuerpos contra CD13 y CD33 para células mieloides humanas, CD71 para células
eritroides humanas, CD19 para células B humanas, CD61 para células megacariociticas humanas, Mac-1
(CD11b/CD18) para monocitos, Gr-1 para granulocitos, 1I7Ra, CD3, CD4, CD5 y CD8 para células T, entre otros
conocidos en la técnica. Otros métodos de purificacion se conocen en la técnica, tal como los métodos que usan la
firma particular de la familia de ‘moléculas de activacion de linfocitos de sefalizacion’ (SLAM) de moléculas de
superficie celular.

Las CMH, ya sean obtenidas de, o presentes en, sangre de cordén umbilical, médula 6sea, sangre periférica, u otra
fuente, se pueden hacer crecer o expandir en cualquier medio adecuado, comercialmente disponible o
personalizado, con o sin suero, segun se desee (véase, por ejemplo, Hartshorn et al., Cell Technology for Cell
Products, paginas 221-224, R. Smith, Editor; Springer Paises Bajos, 2007). Por ejemplo, en ciertas formas de
realizacion de la presente divulgacion, el medio sin suero puede utilizar albumina y/o transferrina, que se ha
mostrado que es util para el crecimiento y expansion de células CD34+ en medio sin suero. Ademas, se pueden
incluir citoquinas, tal como ligando Flt-3, factor de célula madre (SCF), y trombopoyetina (TPO), entre otras. Las
CMH también se pueden hacer crecer en recipientes tal como biorreactores (véase, por ejemplo, Liu et al., Journal of
Biotechnology 124:592-601, 2006). Un medio adecuado para la expansion ex vivo de CMH también puede
comprender células de apoyo a CMH, tal como células estromales (por ejemplo, células estromales linforreticualres),
que pueden derivar, por ejemplo, de la disgregacién de tejido linfoide, y que se ha mostrado que soporta el
mantenimiento, crecimiento y diferenciacion in vitro, ex vivo e in vivo de HSC, asi como su progenie.
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El crecimiento o expansién de CMH se puede medir in vitro o in vivo segun métodos rutinarios conocidos en la
técnica. Por ejemplo, el documento WO 2008/073748 describe métodos para medir la expansion in vivo e in vitro de
CMH, y para distinguir entre el crecimiento/expansion de CMH vy el crecimiento/expansion de otras células en una
poblacion potencialmente heterogénea (por ejemplo, médula ésea), tal como células progenitoras intermedias. El
paso de administracién o incubacion que produce el crecimiento o expansion se puede producir in vivo, ex vivo o in
vitro, aunque en ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, la administracion o incubacion se produce
durante el tratamiento ex vivo de CMH.

El crecimiento o proliferacién de células progenitoras de megacariocitos (por ejemplo, tempranas, intermedias,
tardias, etc.) también se puede medir segun métodos rutinarios conocidos en la técnica y descritos en el presente
documento (véase, por ejemplo, el ejemplo 10). Por ejemplo, entre otras caracteristicas los progenitores de
megacariocitos tempranos se pueden identificar por inmunotincién como Linc-Kit"CD41", y los progenitores de
megacariocitos mas tardios se pueden identificar como Lin'c-KitCD41" (véase, por ejemplo, Perez et al., PLoS ONE.
3:e3565, 2008; y Lefebvre et al., Journal of Hematotherapy & Stem Cell Research. 9:913-921, 2000).

“Sangre de corddn” o “sangre de cordon umbilical” se refiere en general a la cantidad relativamente pequefia de
sangre (hasta aproximadamente 180 ml) de un bebé recién nacido que regresa a la circulacion neonatal si el cordén
umbilical no se pinza prematuramente. La sangre de corddén umbilical es rica en CMH, y se puede recoger y
almacenar para uso posterior segin métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, las patentes en EE UU
No. 7.147.626 y 7.131.958). Ademas, si el cordon umbilical no se pinza finalmente, se produce un pinzamiento
fisiolégico tras la interaccion con aire frio, en donde la sustancia gelatinosa interna, llamada gelatina de Wharton, se
hincha alrededor de la arteria y venas umbilicales. No obstante, la gelatina de Wharton puede aln servir como una
fuente de CMH.

Como se ha indicado anteriormente, “ex vivo” se refiere en general a actividades que tienen lugar fuera de un
organismo, tal como experimentaciéon o medida hechos en o sobre tejido vivo en un medio artificial fuera del
organismo, preferiblemente con minima alteracion de las condiciones naturales. Lo mas cominmente, los
procedimientos “ex vivo” implican células o tejidos vivos tomados de un organismo y cultivados en un aparato de
laboratorio, habitualmente en condiciones estériles, y tipicamente durante unas pocas horas o hasta
aproximadamente 24 horas, pero incluyendo hasta 48 o 72 horas, dependiendo de las circunstancias. En ciertas
formas de realizacion de la presente divulgacion, tales tejidos o células se pueden recoger y congelar, y después
descongelar para tratamiento ex vivo. Los experimentos o procedimientos de cultivo de tejido que duran mas de
unos pocos dias usando células o tejido vivos tipicamente se consideran que son “in vitro”, aunque en ciertas formas
de realizacion de la presente divulgacion, este término se puede usar de forma intercambiable con ex vivo.

Los términos “administracion ex vivo”, “tratamiento ex vivo” o “uso terapéutico ex vivo”, en general se refieren a
procedimientos médicos en los que uno o mas organos, células o tejidos se obtienen de un sujeto vivo o
recientemente fallecido, opcionalmente purificados/enriquecidos, expuestos a un tratamiento o procedimiento para
expandir las células madre (por ejemplo, un paso de administracion ex vivo que implica incubar las células con una
composicion de la presente divulgacion para aumentar la expansion de células deseables, tal como CMH o
progenitores de megacariocitos), y después administrados al mismo o diferente sujeto vivo después de ese
tratamiento o procedimiento opcional. Como un ejemplo, la trombocitopenia se puede aliviar por infusién de células
progenitoras de megacariocitos (véase, por ejemplo, De Bruyn et al., Stem Cells Dev. 14:415-24, 2005).

En el presente documento se divulgan ademas tales aplicaciones terapéuticas ex vivo que también pueden incluir un
paso de tratamiento o procedimiento in vivo opcional, tal como administrando un polipéptido YRS de la presente
divulgaciéon una o mas veces al sujeto vivo antes de, durante o después de la administracion del érgano, células o
tejido. Se contemplan tanto administracion local como sistémica para estas formas de realizacion de la presente
divulgacion, segun métodos bien conocidos en la técnica. La cantidad de polipéptido YRS administrado a un sujeto
dependera de las caracteristicas de ese sujeto, tal como salud general, edad, sexo, peso corporal, y tolerancia a
farmacos, asi como el grado, gravedad y tipo de reaccion al polipéptido y/o trasplante de células.

Estimulacion de células que expresan CXCR-2

Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion se refieren al descubrimiento de los polipéptidos YRS son
capaces de estimular la migracion de células que expresan CXCR-2. CXCR-2 es un miembro de la familia de
receptores de quimioquinas CXC, expresado en una amplia variedad de tipos celulares, incluyen neutrofilos y otras
células inmunitarias. Los receptores de quimioquinas CXC son proteinas integrales de membrana que
especificamente se unen y responden a citoquinas de la familia de quimioquinas CXC. Estos receptores basados en
CXC representan una subfamilia de receptores de quimioquinas, una gran familia de receptores unidos a proteinas
G, también denominados receptores de siete transmembranas. Actualmente hay siete receptores de quimioquinas
CXC conocidos en mamiferos, nombrados CXCR1 a CXCR7. CXCR-2 (y el muy relacionado CXCR-1) es un
receptor bien conocido que reconoce quimioquinas C-X-C que poseen un motivo de aminoacidos E-L-R
inmediatamente adyacente a su motivo C-X-C. CXCL8 (es decir, interleuquina-8) y CXCL6 se pueden unir ambos a
CXCR1 en humanos, mientras que todas las otras quimioquinas positivas para el motivo ELR, tal como CXCL1 a

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 622 444 T3

CXCL7, se unen solo a CXCR2 (véase, por ejemplo, Tsai et al., Cell 110:373-383, 2002; y Pelus et al., Exp Hematol.
34:1010-20, 2006). Como se ha indicado anteriormente, CXCR-2 se expresa en la superficie de neutrofilos, y puede
desempenfar un papel en la migracion de neutréfilos (véase, por ejemplo, Rios-Santos et al., American Journal of
Respiratory and Critical Care Medicine 175:490-497, 2007).

Segun esto, dado el papel de CXCR-2 en sefalizacion celular y migracion celular (por ejemplo,
sefializacion/migracion de neutréfilos), entre otras rutas bioldgicamente relevantes, ciertas formas de realizacion de
la presente divulgacion incluyen métodos de estimular la migracion de una célula que expresa CXCR-2, que
comprende poner en contacto la célula con un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, estimulando de esta manera la
migracion de la célula que expresa CXCR-2.

Enfermedades pulmonares y métodos de uso

Formas de realizacion de la presente invencion también se refieren al descubrimiento inesperado de que los
polipéptidos YRS pueden proporcionar beneficios en el tratamiento de enfermedades pulmonares, tal como
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). A este respecto, la migracion de neutréfilos desde el sistema
circulatorio a los pulmones esta implicada en enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) (véase, por ejemplo,
R.A. Stockley, Chest 121:151S-155S, 2002). Como se ha indicado anteriormente, CXCR-2 se expresa en la
superficie de neutrofilos, y puede desempefar un papel en la migracion de neutréfilos (véase, por ejemplo, Rios-
Santos et al., American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 175:490-497, 2007). Puesto que la
sefializacion de CXCR-2 en neutrdfilos esta implicada en su migraciéon a ciertos tejidos, tal como los pulmones,
especialmente en respuesta a materia exdgena, tal como irritantes, bacterias, lipopolisacarido (LPS), etc., puede
estar implicado, por tanto, en varios estados patoldgicos, tal como EPOC.

Dadas las observaciones de que los polipéptidos YRS de la presente divulgacion afectan la sefalizacion de CXCR-2
y la migracién de células polimorfonucleares (PMN) (véase, por ejemplo, los ejemplos 7 y 8), se cree que estos
polipéptidos pueden ser Utiles en el tratamiento o control de enfermedades pulmonares, tal como EPOC. Por
ejemplo, sin querer estar unido por ninguna teoria, los polipéptidos YRS se pueden usar para desensibilizar
neutréfilos circulatorios a varios irritantes o alergenos, reduciendo de esta manera la migracion de estas células
inmunitarias a los pulmones (véase, por ejemplo, el ejemplo 9). Por tanto, ciertas formas de realizacion de la
presente divulgacion se refieren a métodos para tratar o controlar (por ejemplo, reducir las complicaciones de)
inflamacién pulmonar y/o enfermedades pulmonares, tal como EPOC, que comprenden administrar a un sujeto con
inflamaciéon pulmonar o EPOC una concentracion eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, reduciendo de esta
manera EPOC y/o sus sintomas, en el sujeto. Con frecuencia, al desensibilizar células inmunitarias, se requieren
multiples administraciones (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.), tipicamente a una frecuencia definida (nimero de
administraciones al dia, a la semana, al mes, etc.).

EPOC se refiere en general a un grupo de enfermedades pulmonares que bloquean el flujo de aire y hacen
crecientemente dificil para individuos afectados respirar normalmente. Enfisema y bronquitis crénica con las dos
afecciones principales en el grupo de las enfermedades EPOC, pero EPOC también puede referirse a dafio causado
por bronquitis asmatica crénica, entre otras afecciones conocidas en la técnica. En todos los casos, el dafio a las
vias respiratorias finalmente interfiere con el intercambio de oxigeno y diéxido de carbono en los pulmones. El
tratamiento se enfoca principalmente en controlar los sintomas y minimizar dafio adicional.

El enfisema representa un aspecto de la EPOC. El enfisema produce inflamacién en las paredes fragiles de los
alveolos, que pueden destruir algunas de las paredes y fibras elasticas, lo que permite que vias respiratorias
pequefias se colapsen al exhalar, y deterioran el flujo de aire a los pulmones. Los signos y sintomas del enfisema
incluyen, por ejemplo, dificultad para respirar, especialmente durante actividades fisicas, sibilancias, y opresion en el
pecho.

La bronquitis crénica representa otro aspecto de la EPOC. La bronquitis crénica se caracteriza por una tos continua,
y produce inflamacién y estrechamiento de los tubos bronquiales. Esta afeccion también produce produccion de
moco aumentada, que puede ademas bloquear los tubos estrechados. La bronquitis créonica se produce
principalmente en fumadores, y tipicamente se define como tos que dura durante al menos tres meses a un afio
durante dos afios consecutivos. Los signos y sintomas de la bronquitis cronica incluyen, por ejemplo, tener que
aclararse la garganta lo primero por la mafana, especialmente para fumadores, una tos crénica que produce esputo
amarillento, dificultad para respirar en las fases posteriores, e infecciones respiratorias frecuentes.

Como se ha indicado anteriormente, EPOC se refiere principalmente a obstruccién en los pulmones resultante de las
dos afecciones pulmonares cronicas indicadas anteriormente. Sin embargo, muchos individuos con EPOC tienen
ambas de estas afecciones.

La bronquitis asmatica cronica representa otro aspecto de EPOC. La bronquitis asmatica crénica habitualmente se
caracteriza como bronquitis crénica combinada con asma (broncoespasmo). El asma se puede producir cuando
secreciones inflamadas e infectadas irritan los musculos lisos en las vias respiratorias. Los sintomas son similares a
los de la bronquitis cronica, pero también incluyen episodios intermitentes, o incluso diarios de sibilancias.
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Principalmente, la EPOC esta finalmente causada por el humo de cigarrillos y otros irritantes. En la gran mayoria de
los casos, el dafio pulmonar que produce EPOC esta causado por fumar cigarrillos a largo plazo. Sin embargo, otros
irritantes pueden causar EPOC, incluyendo, humo de puro, humo secundario, humo de pipa, contaminacion del aire
y ciertos vapores ocupacionales. La enfermedad de reflujo gastroesofagico (ERGE), que se produce cuando los
acidos del estbmago vuelven hacia arriba en el eséfago, puede no solo agravar la EPOC, sino que incluso puede
causarla en algunos individuos. En casos raros, la EPOC resulta de un trastorno genético que produce bajos niveles
de una proteina llamada alfa-1-antitripsina. Por tanto, los factores de riesgo para EPOC incluyen exposicion a humo
de tabaco, exposicion ocupacional a polvos y sustancias quimicas (la exposicion a largo plazo a vahos, vapores y
polvos quimicos irrita e inflama los pulmones), enfermedad de reflujo gastroesofagico (una forma grave de reflujo
acido — el reflujo de acido y otros contenidos del estdbmago en el es6fago), edad (la EPOC se desarrolla lentamente
durante afios, de modo que la mayoria de las personas tienen al menos 40 afios de edad cuando los sintomas
empiezan), y genética (un raro trastorno genético conocido como deficiencia en alfa-1-antitripsina es la fuente de
unos pocos casos de EPOC).

Las complicaciones de EPOC pueden incluir infecciones respiratorias, alta presion sanguinea, problemas de corazon
(por ejemplo, ataques al corazodn), cancer de pulmoén (los fumadores con bronquitis crénica tienen mayor riesgo de
desarrollar cancer de pulmén que lo fumadores que no tienen bronquitis crénica), y depresion, entre otros conocidos
en la técnica.

Los sujetos con EPOC se pueden identificar segin métodos diagndsticos rutinarios conocidos en la técnica. Por
ejemplo, pruebas de funcion pulmonar, tal como espirometria, miden cuando aire pueden mantener los pulmones y
cémo de rapido un individuo puede expulsar el aire de sus pulmones. La espirometria puede detectar EPOC antes
de la aparicion de los sintomas, y también se puede usar para seguir la evoluciéon de la enfermedad y seguir el
tratamiento. Ademas, los rayos X del pecho muestran enfisema, una de las causas principales de EPOC, y también
pueden descartar otros problemas pulmonares o insuficiencia cardiaca. Ademas, el analisis de gas de la sangre
arterial mide cémo de eficazmente los pulmones llevan el oxigeno a la sangre y eliminan el diéxido de carbono,
proporcionando una indicacion de EPOC. El examen de esputo, es decir, el analisis de las células en el esputo,
puede identificar la causa de ciertos problemas pulmonares y ayuda a descartar ciertos canceres pulmonares.
Ademas, la tomografia computarizada (TAC) produce imagenes muy detalladas de los érganos internos, lo que
puede ayudar a detectar enfisema y, por tanto, EPOC.

Como se divulga en otro lugar en el presente documento, la cantidad de polipéptido YRS administrada a un sujeto
con EPOC (o en riesgo para EPOC) dependera de las caracteristicas de ese sujeto, tal como la salud general, edad,
sexo, peso corporal, y tolerancia a farmacos, asi como el grado, gravedad, y tipo de reaccion al polipéptido.

Formulaciones y composiciones farmacéuticas

Las composiciones de la presente divulgaciéon comprenden polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa, incluyendo
truncamientos y/o variantes de los mismos, formulados en soluciones farmacéuticamente aceptables o
fisiolégicamente aceptables para la administracién a una célula o un animal, sea solas, o en combinacién con una o
mas modalidades de terapia. También se entendera que, si se desea, las composiciones de la presente divulgacion
se pueden administrar en combinacidon con otros agentes también, tal como, por ejemplo, otras proteinas o
polipéptidos o varios agentes farmacéuticamente activos. Virtualmente no hay limite a otros componentes que se
pueden incluir también en las composiciones de la presente divulgacion, siempre que los agentes adicionales no
afecten adversamente los efectos trombopoyéticos u otros deseados que se van a alcanzar.

En las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion, la formulacion de excipientes y soluciones soporte
farmacéuticamente aceptables la conocen bien los expertos en la materia, como lo es el desarrollo de pautas de
dosificacion y tratamiento adecuadas para usar las composiciones particulares descritas en el presente documento
en una variedad de pautas de tratamiento, incluyendo, por ejemplo, administraciéon y formulacién oral, parenteral,
intravenosa, intranasal e intramuscular.

En ciertas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento se pueden
administrar mediante administracién oral a un sujeto. Como tal, estas composiciones se pueden formular con un
diluyente inerte o con un soporte comestible asimilable, o pueden estar incluidas en una capsula de gelatina de
caparazén duro o blando, o se pueden comprimir a comprimidos, o se pueden incorporar directamente con la comida
de la dieta.

En ciertas circunstancias sera deseable administrar las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente
documento por via parenteral, intravenosa, intramuscular o incluso intraperitoneal como se describe, por ejemplo, en
la patente en EE UU No. 5.543.158; la patente en EE UU No. 5.641.515 y la patente en EE UU No. 5.399.363. Se
pueden preparar soluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacolégicamente aceptables en
agua adecuadamente mezclada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También se pueden preparar
dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de mismos y en aceites. En condiciones normales de
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almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de
microorganismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles (patente en
EE UU No. 5.466.468). En todos los casos la forma debe ser estéril y debe ser fluida hasta el grado que exista facil
jeringabilidad. Debe ser estable en condiciones de fabricacion y almacenamiento y se debe conservar contra la
accion contaminante de microrganismos, tal como bacterias y hongos. El soporte puede ser un solvente o medio de
dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol
liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y/o aceites vegetales. Se puede mantener la fluidez
apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del
tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la
accion de microorganismos se puede facilitar por varios agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares o cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se
puede producir mediante el uso en las composiciones de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

Para la administracion parenteral en una solucidon acuosa, por ejemplo, la solucién se debe tamponar
adecuadamente si es necesario y el diluyente liquido primero se hace isotdnico con suficiente solucion salina o
glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En relacién a esto, los expertos en la materia conoceran un medio
acuoso estéril que se pueda emplear a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, una dosis se puede disolver
en 1 ml de solucién de NaCl isoténica y bien afiadir a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o inyectar en el sitio
propuesto de infusién (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 152 Edicion, pp. 1035-1038 y
1570-1580). Se producira necesariamente alguna variacion en la dosis dependiendo del estado del sujeto que se
trata. La persona responsable para la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis apropiada para el
sujeto individual. Ademas, para la administracion humana, las preparaciones deben cumplir los estandares de
esterilidad, pirogenicidad, y seguridad y pureza generales, requeridos por la Oficina de la FDA de estandares
bioldgicos.

Se pueden preparar soluciones inyectables estériles incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida
en el solvente apropiado con los otros varios ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido
por esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando los varios principios activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacion son técnicas de secado al vacio y liofilizacion que dan un polvo del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucion previamente esterilizada por
filtracion del mismo.

Las composiciones divulgadas en el presente documento se pueden formular en una forma neutra o de sal. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion acida (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos tal como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o tales acidos
organicos como aceético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres
también pueden derivar de bases inorganicas tal como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio, o
férrico, y tales bases organicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares. Tras la
formulacion, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulacién farmacéutica y en tal
cantidad que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de formas
farmacéuticas tal como soluciones inyectables, capsulas de liberaciéon de farmacos, y similares.

Como se usa en el presente documento, “soporte” incluye cualquiera y todos los solventes, medios de dispersion,
vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos y de retraso de la
absorcién, tampones, soluciones soporte, suspensiones, coloides, y similares. El uso de tales medios y agentes para
sustancias farmacéuticas activas se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o
agente convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones
terapéuticas. También se pueden incorporar ingredientes activos suplementarios en las composiciones.

La frase “farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones que no producen una
reaccion alérgica o adversa similar cuando se administran a un ser humano. La preparacién de una composicion
acuosa que contiene una proteina como principio activo se entiende bien en la técnica. Tipicamente, tales
composiciones se preparan como inyectables bien como soluciones o suspensiones liquidas; también se pueden
preparar formas soélidas adecuadas para solucion en, o suspension en, liquido antes de la inyeccion. La preparacion
también se puede emulsionar.

En ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar
por esprais intranasales, inhalacion y/u otros vehiculos de administracion de aerosoles. Los métodos para
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administrar composiciones de genes, polinucleétidos, y péptidos directamente a los pulmones a través de esprais de
aerosoles nasales se han descrito, por ejemplo, en la patente en EE UU No. 5.756.353 y la patente en EE UU No.
5.804.212. Asimismo, la administracion de farmacos usando resinas de microparticulas intranasales (Takenaga et
al., 1998) y compuestos de lisofosfatidil-glicerol (patente en EE UU No. 5.725.871) también son bien conocidos en
las artes farmacéuticas. Asimismo, la administracién de farmacos transmucosa en forma de una matriz soporte de
politetrafluoroetileno se describe en la patente en EE UU No. 5.780.045.

En ciertas formas de realizacion divulgadas en el presente documento, la administraciéon se puede producir mediante
el uso de liposomas, nanocapsulas, microparticulas, microesferas, particulas lipidicas, vesiculas, y similares, para la
introduccion de las composiciones de la presente divulgacion en células huésped adecuadas. En particular, las
composiciones de la presente divulgacion se pueden formular para la administracion bien encapsuladas en una
particula lipidica, un liposoma, una vesicula, una nanoesfera, un nanoparticula o similares. Las formulaciones y uso
de tales vehiculos de administracion se pueden llevar a cabo usando técnicas conocidas y convencionales.

Ejemplos
Ejemplo 1
Estimulacién de trombopoyesis in vivo

Se midieron los efectos de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa sobre trombopoyesis in vivo. El polipéptido tirosil-
ARN sintetasa utilizado en los experimentos descritos a continuacion es un truncamiento C-terminal que comprende
los aminoacidos 1-364 de la tirosil-ARNt sintetasa humana. Este polipéptido C-terminalmente truncado se fusiono a
una etiqueta C-terminal de ocho aminoacidos (365-L-E-H-H-H-H-H-H-372) (SEQ ID NO: 5). La secuencia de
aminoacidos de la tirosil-ARNTt sintetasa de longitud completa se muestra en SEQ ID NO: 1.

Para medir los efectos de polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa en trombopoyesis, en un primer conjunto de
experimentos, se inyectaron ratones por via subcutanea dos veces al dia durante siete dias con 3 pg/kg del
polipéptido tirosil-ARNt sintetasa C-terminalmente truncado. En un segundo conjunto de experimentos, se inyectaron
ratones dos veces al dia durante siete dias con 1, 3, y 10 pg/kg del polipéptido tirosil-ARNt sintetasa C-
terminalmente truncado. En un tercer conjunto de experimentos, se inyectaron ratones por via subcutanea dos veces
al dia durante seis dias con (i) 3 y 300 pg/kg del polipéptido tirosil-ARNt sintetasa C-terminalmente truncado, y una
inyeccion diaria unica de (ii) 90 pg/kg de trombopoyetina (TPO), y (iii) G-CSF 250 pg/kg.

Para el primer y segundo conjunto de experimentos descritos anteriormente, el recuento de plaquetas de cada
animal se determino tras completar el protocolo de administracion. Para el tercer conjunto de experimentos, se
examinaron la histologia de la médula ésea y el bazo al final del protocolo de administracion.

La administracion de tirosil-ARNt sintetasa truncada durante aproximadamente una semana mostré un aumento in
vivo, reproducible en actividad trombopoyética, medida bien por recuento de plaquetas aumentado o ndmero de
megacariocitos aumentado. La figura 5(a) muestra el recuento de plaquetas para el experimento en que los ratones
se inyectaron con 1, 3 y 10 yg/kg del polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado, comparado con un control de
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). La figura 5(b) muestra el recuento de plaquetas para el experimento
en que los ratones se inyectaron con 3 ug/kg del polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado, comparado con un
control de PBS. En ambos experimentos, los ratones mostraron un aumento en los recuentos de plaquetas sobre el
control en respuesta al tratamiento con un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa como se divulga en el presente
documento. La figura 6 muestra un aumento en los nimeros de megacariocitos en respuesta a la administracion del
polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado, comparado con animales sin tratar, que es comparable a los niumeros
aumentados observados después de la administracion de TPO. Estos resultados muestran que fragmentos de
polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, y en particular fragmentos C-terminalmente truncados, son capaces de estimular
trombopoyesis in vivo.

Ejemplo 2
Medidas de trombopoyesis in vitro

Los efectos sobre la trombopoyesis también se pueden medir in vitro. Se tratan células madre in vitro con un
polipéptido tirosil-ARNt sintetasa de la presente divulgacion para determinar su efecto sobre progenitores
hematopoyéticos de los linajes eritroide, mieloide y megacariocitico usando ensayos de células formadoras de
colonias (CFC) (por ejemplo, inhibicion, estimulacion, toxicidad, sinergia con otras citoquinas, defectos
hematopoyéticos). Ademas, se tratan células progenitoras de megacariocitos CD34+ in vitro con un polipéptido
tirosil-ARNt sintetasa de la presente divulgacion para seguir la expansion y diferenciacion de megacariocitos (por
ejemplo, aumento en el nimero de células progenitoras, estimulacion de diferenciacion, aumento en poliploidia). Se
realizan experimentos similares usando células de médula 6sea y bazo derivadas de ratones tratados con un
polipéptido tirosil-ARNLt sintetasa.
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Ejemplo 3
La terapia de combinacién estimula trombopoyesis

Para evaluar si un polipéptido tirosil-ARNTt sintetasa de la presente divulgacion tiene un efecto sinérgico y/o aditivo
en la proliferacion y diferenciacion de megacariocitos in vitro, células de sangre de cordén umbilical CD34+ se hacen
crecer en medio de cultivo liquido en presencia de formulaciones 6ptimas o subdptimas de citoquinas (StemCell
Technologies, Vancouver), tal como IL-11, y se tratan con un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa. Se puede determinar
la aditividad o sinergia siguiendo el crecimiento y diferenciacion de las células progenitoras en las dos condiciones
de formulacion.

De forma similar, en un protocolo comparable al que se describe en el ejemplo 1, se inyectaron ratones con una
cantidad limitante de trombopoyetina y con cantidades crecientes de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa y los
efectos de la terapia de combinacién sobre trombopoyesis in vivo se pueden determinar por recuentos de plaquetas
y megacariocitos. Ademas, la terapia de combinacion con cantidades limitadas de otras citoquinas, quimioquinas y/o
factores de crecimiento implicados en hematopoyesis se puede evaluar usando el mismo tipo de pauta.

Ejemplo 4
Actividad trombopoyética de polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa en ratas

Se midieron los efectos de dos polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa sobre trombopoyesis en ratas. Los polipéptidos
tirosil-ARNt sintetasa utilizados en los experimentos descritos a continuacién son: i) un truncamiento C-terminal que
comprende los aminoacidos 1-364 de la tirosil-ARNt sintetasa humana de longitud completa (SEQ ID NO: 3)
fusionada a una etiqueta de histidina C-terminal de ocho aminoacidos (SEQ ID NO: 5) y ii) un mutante de la tirosil-
ARNt sintetasa humana de longitud completa con una Unica sustitucion de aminoacidos, tirosina a alanina, en la
posicion 341, denominada “Y341A” (SEQ ID NO: 2).

Para medir los efectos de los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa sobre trombopoyesis, se determiné el recuento de
plaquetas para cada rata el dia antes de la primera inyeccion programada y los animales se agruparon en siete
cohortes segun recuentos iniciales de plaquetas. Se inyectaron tres grupos de ratas por via intravenosa una vez al
dia durante siete dias con 0,1, 10 y 1000 ug/kg del polipéptido tirosil-ARNt sintetasa C-terminalmente truncado,
respectivamente. Se administraron las mismas dosis de Y341A a tres grupos adicionales. Un grupo control recibio
una inyeccion diaria de tampon solo (PBS 0,5X, DTT 2 mM) y un grupo control adicional se inyecto a diario con 90
pg/kg de trombopoyetina (R&D Systems, Minneapolis, MN).

La administracion de dos polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa produjo una subida marcada en los recuentos de
plaquetas, comparable o superior a la observada en el grupo de trombopoyetina (véase la figura 20). Estos
resultados muestran que los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa son capaces de estimular trombopoyesis in vivo.

Ejemplo 5
Los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa son quimioatrayentes para megacariocitos

Se cultivaron células MO7e (DSMZ, Braunschweig, Alemania) en medio RPMI-1640 suplementado con SBF
inactivado por calor al 20% e IL-3 10 ng/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN). Las células se mantuvieron a una
densidad de 2x10° a 1x10%/ml y se usé medio RPMI-1640 con BSA al 0,1% como tampén de migracion. Antes del
ensayo de migracion, las células se ayunaron de suero durante 30 minutos en tampén de migracién y se cargaron
con calceina AM 8 pg/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos sin freno
y se lavaron una vez con tampoén de migracion para eliminar calceina AM libre. Se ajustd la densidad celular a
1x107/ml y se afadieron 100 pl a insertos de filiro de poro de 8,0 um de transwell de 6,5 mm (Costar, Cambridge,
MA). Se anadieron 600 ul de tampdn de migracion que contenia PBS, una quimioquina control o los polipéptidos
tirosil-ARNt sintetasa a la camara inferior y las células se dejaron migrar durante 4 a 16 horas (para el tiempo de
migracion de 16 horas, las células se tifieron después de la migracion). Las células que migraron a la camara inferior
se recogieron y resuspendieron en 100 pyl de PBS, se transfirieron a una placa de Greiner opaca de 384 pocillos y se
contaron por fluorescencia en un lector de placas. La figura 21 muestra que los polipéptidos titrosil-ARNt sintetasa
estimulan la migracion de los megacarioblastos MO7e.

Ejemplo 6

Los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa fomentan la adhesién celular a monocapas endoteliales estimulando la
expresion de VCAM-1

Se probd la capacidad de polipéptidos YRS para estimular la adhesién de células THP-1 a monocapas endoteliales

de células HUVEC-2. Las células HUVEC-2 (BD Biosciences, San Jose, CA) se cultivaron en medio EGM-2 (Lonza,
Allendale, NJ) y se usaron antes de que alcanzaran 10 pases. Las células THP-1 (ATCC, Manassas, VA) se

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 622 444 T3

cultivaron en medlo RPMI-1640 suplementado con SBF inactivado por calor al 10% y se mantuvieron a una
densidad de 2-4x10°/ml. Las células se sembraron a aproximadamente 1x10* células/pocillo en placas de 96 pocillos
opacas recubiertas con fibronectina (10 pyg/ml, 2 horas a 37°C).

Las células HUVEC-2 se hicieron crecer hasta que se formé una monocapa y después se estimularon durante la
noche en medio EGM-2 con PBS, IL-18 o los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa. Las células THP-1 se recogieron e
incubaron durante 30 minutos en medio RPMI-1640 sin suero que contenia BSA al 0,1% y calceina AM (6 ul/ml). Las
células se lavaron despues en medio RPMI-1640 sin suero que contenia BSA al 0,1% y se resuspendieron a una
densidad de 1,5x10° células/ml en medio RPMI que contenia SBF al 10%. Se afiadieron 100 pl de células THP a la
monocapa de HUVEC y se incubd durante 15 minutos. Las células THP-1 sin unir se lavaron con PBS dos veces y
las células restantes se fijaron con formaldehido al 2% y se contaron por fluorescencia en un lector de placas.

La figura 22 muestra la adhesién de las células fluorescentes THP-1 a una monocapa endotelial que se ha tratado
con los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa.

Se midié la expresién de molécula de adheS|on en monocapas endoteliales después de la exposicion a polipéptidos
tirosil-ARNt sintetasa. Se sembraron 1x10* células HUVEC-2 en una placa de 96 pocillos y se hicieron crecer
durante 48 horas como se describe en el parrafo previo. Se afiadieron polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa, diluidos en
medio de crecimiento, a los pocillos y se incubod durante 16 horas. El medio de cultivo se retird y las células se fijaron
con 50 pl de Z fix (Anatech Ltd, Battle Creek, MI) durante 25 minutos a temperatura ambiente. Los pocillos se
bloquearon posteriormente con 50 pl de caseina durante 1 hora seguido por multiples lavados de 200 ul con PBS.
Todos los reactivos posteriores se diluyeron en caseina y todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente. Se
afiadieron anticuerpos dirigidos contra VCAM-1 y E-selectina (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA) durante 1 hora.
Los pocillos se lavaron después como anteriormente y se afadid un anticuerpo secundario marcado con HRP
(Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) durante 1 hora. Los pocillos se lavaron y se afiadio el sustrato para
HRP. 15 minutos después, se afadié un volumen igual de acido sulfurico 2 M y se determind la absorbancia a 450
nm.

La figura 23 muestra un aumento en la expresion de VCAM-1 después de la estimulacion de las células endoteliales
con los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa.

Ejemplo 7

Los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa estimulan la migraciéon de lineas de células 293 y CHO transfectadas con el
receptor CXCR-2

Se probaron los efectos de polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa en la sefializacion de CXCR-2 midiendo la migracion
de células que expresan CXCR-2 en respuesta a dichos polipéptidos. Las células 293/CXCR-2 se mantuvieron en
medio DMEM suplementado con SBF inactivado por calor al 10%, penicilina-estreptomicina al 1% y geneticina 800
pg/ml, todos comprados de Invitrogen, Carlsbad, CA. Se us6 medio DMEM con BSA al 0,1% como tampdn de
migracion. Antes del ensayo de migracion, las células se ayunaron de suero durante 30 minutos en tampén de
migracion, se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos y se resuspendieron en tampoén de migracion a una densidad
final de 1x10° células/ml. Se afiadieron 100 pl a insertos de filtro de transwell de 6,5 mm (Costar, Cambridge, MA) y
se afiadieron 600 pl de tampdn de migracidon que contenia una quimioquina control, los polipéptidos tirosil-ARNt
sintetasa o tampon solo a las camaras inferiores de la placa. Las células se dejaron migrar durante 4 horas y las
células restantes en la camara superior (insertos de filtro transwell) se retiraron con un bastoncillo de algodén. Los
insertos de filtro se transfirieron después a una nueva placa de 24 pocillos que contenia 500 pl de tampdn de
disociacion celular (Invitrogen, Carlsbad, CA) y calceina AM 12 pg/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de 1 hora
de incubacién a 37°C, las células se recogieron y resuspendieron en 100 pl de PBS, se transfirieron a una placa
opaca de Greiner de 384 pocillos y se contaron por fluorescencia en un lector de placas.

Las células CHO-K1-CXCR-2 se mantuvieron en medio F12 suplementado con SBF inactivado por calor al 10%,
penicilina-estreptomicina al 1% y geneticina 800 pg/ml. Se us6 medio F12 con BSA al 0,5% como tampon de
migracic')n Antes del ensayo de migracion, las células se ayunaron de suero durante 30 minutos en tampdn de
migracion, se recogieron usando tampoén de disociacion celular, se centrlfugaron a 200 g durante 5 minutos y se
resuspendieron en tampoén de migracion a una densidad final de 1x10° células/ml. Se afiadieron 100 dl a insertos de
filtro de transwell de 6,5 mm y se afiadieron 600 pl de tampo6n de migraciéon que contenia una quimioquina control,
los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa o tampén solo a las camaras inferiores de la placa. Las células se dejaron
migrar durante 3 horas y las células restantes en la camara superior (insertos de filtro transwell) se retiraron con un
bastoncillo de algoddn. Los insertos de filtro se transfirieron después a una nueva placa de 24 pocillos que contenia
500 ul de PBS y calceina AM 12 ug/ml. Después de 30 minutos de incubacion a 37°C, los filtros se transfirieron otra
vez a una placa de 24 pocillos nueva que contenia 500 pl de tripsina sin rojo fenol. Después de 2 a 5 minutos de
incubacion, las células separadas se recogieron y resuspendieron en 100 yl de PBS, se transfirieron a una placa
opaca de Greiner de 384 pocillos y se contaron por fluorescencia en un lector de placas.
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La figura 24 demuestra la capacidad de los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa para inducir migracion de células
transfectadas con CXCR-2.

Ejemplo 8
Los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa estimulan la migracion de células polimorfonucleares (PMN)

Para probar los efectos de los polipéptidos YRS sobre la migracion de células PMN, se purificaron células
granulociticas humanas de sangre periférica humana reciente usando el kit de enriquecimiento de granulocitos
humanos RosetteSep® (StemCell Technologies, Vancouver, BC) segun las instrucciones del fabricante. Se usé
medio RPMI sin suero suplementado con SBF al 0,5% como tampo6n de migracion. Se resuspendieron 4x10’ células
en 1 ml de tampdn de migracién y se incubaron durante 30 minutos con 8 pl de una solucién de calceina AM 1
mg/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células se recogieron, se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos sin freno, se
lavaron una vez con tampon de migracion y se resuspendieron en el mismo tampén a una densidad de 1x10/ml.

Se afadieron 100 pl a insertos de filiro de transwell de 6,5 mm (Costar, Cambridge, MA) y se afiadieron 600 ul de
tampon de migracidon que contenia una quimioquina control, los polipéptidos tirosil-ARNTt sintetasa o tampon solo a
las camaras inferiores de la placa. Las células se dejaron migrar durante 45 minutos en el incubador y las células
que migraron a la camara inferior se recogieron, resuspendieron en 100 ul de PBS, se transfirieron a una placa de
Greiner opaca de 384 pocillos y se contaron por fluorescencia en un lector de placas.

La figura 25 muestra la curva de migracion en forma de campana tipicamente observada con quimioquinas. Los
polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa indujeron una migracion bifasica de PMN tanto a concentraciones pM bajas como
UM mayores.

Ejemplo 9

Los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa previenen la infiltracion de neutréfilos en los pulmones después de exposicion
a lipopolisacarido (LPS) (ejemplo profético)

La migracién de neutréfilos del sistema circulatorio a los pulmones esta implicada en la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) (véase, por ejemplo, R.A. Stockley, Chest 121:151S-155S, 2002). La expresion de
CXCR-2 puede desempefiar un papel en la migracion de neutréfilos (véase, por ejemplo, Rios-Santos et al.,
American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 175:490-497, 2007). Se desarrolla un modelo animal
para probar el papel de los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa en EPOC. Los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa se
administran a los animales por via intravenosa a una concentracion y a una frecuencia necesarias para alcanzar
desensibilizacién de neutrdfilos circulantes antes de, y durante la exposicion al alergeno (por ejemplo, entre 100
ng/kg y 5 mg/kg y, por ejemplo, 12 horas, 1 hora antes de la administracion de LPS y 4 horas después de la
administracion de LPS). Los animales se someten después a exposicion a alergeno (por ejemplo, instilacion de LPS
en los pulmones a través de la via intranasal de administracion). Después de 4-8 horas, los animales se sacrifican y
se inserta un catéter traqueal para recoger muestras de lavado bronquioalveolar (LBA) enjuagando los pulmones
con solucion salina isotonica. El fluido de LBA se analiza para recuentos de células totales y enumeracion de células
diferencial.

En este ejemplo, los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa son capaces de prevenir la migracion de neutrdfilos al
pulmén en respuesta a la exposicion de LPS.

Ejemplo 10

Los polipéptidos tirosil-ARNTt sintetasa impactan en células progenitoras de megacariocitos en cultivos de células de
médula ésea

Para probar los efectos de polipéptidos YRS en células progenitoras de megacariocitos en cultivos de células de
médula ésea, se evaluaron los progenitores clonogénicos del linaje de megacariocitos (UFC-Mk; unidad formadora
de colonia — megacariocito) en medio basado en colageno, sin suero MegaCult-C® 4950 suplementado con
concentraciones propietarias de citoquinas (StemCell Technologies, Vancouver, BC). Se almacenaron células de
médula ésea humana normal de baja densidad (Lonza, Allendale, NJ) a -152°C hasta que se requieren para el
ensayo. El dia del experimento, las células se descongelaron rapidamente a 37°C, el contenido del vial se diluyé en
10 ml de medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) que contenia suero bovino fetal (SBF) al 2% y se lavaron
por centrifugacién (1200 rpm durante 10 minutos, temperatura ambiente). El sobrenadante se desecho y el
precipitado celular se resuspendié en un volumen conocido de IMDM que contenia SBF al 2%. Se realizaron un
recuento celular (acido acético glacial al 3%) y evaluacion de viabilidad (prueba de exclusion de azul de tripan).

Los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa (almacenados en glicerol al 50%/PBS 0,5X/DTT 2 mM) se dializaron en PBS
0,5X/DTT 2 mM durante un total de 5 horas, con un cambio de tampén después de 3 horas para eliminar glicerol.
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Después de la didlisis, las proteinas y tampdn de muestra se esterilizaron por filtraciéon y la concentracion se ajusté
para compensar por el aumento en volumen.

Se afiadieron las proteinas de prueba (polipéptidos YRS) a tubos de medio basado en colageno, sin suero
MegaCult-C® 4950 suplementado con citoquinas (rhTpo, rhiL-3 y rhIL-6). También se iniciaron cultivos control
estandar (que no contenian proteina de prueba) y cultivos control de solvente (que no contenian proteina de prueba
sino concentraciones equivalentes de tampon). Se afiadieron después células de médula ésea a cada tubo de medio
para dar una concentracion final de 1x10° células por portaobjetos. Se afiadié después colageno bovino, los tubos se
agitaron en el vortex, y el contenido se dispenso en portaobjetos de camaras dobles en triplicado. Todos los cultivos
se incubaron durante 10-12 dias a 37°C, CO: al 5%.

Después de la incubacién, los cultivos se evaluaron microscopicamente para formacion de colonias antes de
deshidratacion vy fijacion del portaobjetos. Usando un protocolo de tincion con anticuerpos para detectar la expresion
de GPlla/lllb (CD41), las colonias en los portaobjetos se tifieron usando un sistema de deteccion con fosfatasa
alcalina como se describe en el manual técnico de StemCell, "Assays for the Quantitation of Human and Murine
Megakaryocytic Progenitors", Seccion 7. Los numeros de colonias los puntuaron y evaluaron personal entrenado de
StemCell. Las colonias se dividieron en las siguientes categorias, basado en el tamafio y morfologia: i) UFC-Mk (2-
20) — la colonia megacariocitica pequefia derivada de esta célula progenitora mas madura contiene 2-20 células; ii)
UFC-Mk — la colonia megacariocitica mediana derivada de esta célula progenitora mas primitiva contiene 21-49
células; y iii) UFC-Mk (>50) — la colonia megacariocitica grande derivada de esta célula progenitora de linaje
restringido mas primitiva contiene >50 células.

La figura 26 muestra el impacto de los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa sobre los progenitores de linaje restringido
mas primitivos (estimulacion) (figura 26(A)), y sobre los progenitores mas maduros (inhibicion) (figuras 26 (A) y (B)).
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Met Gly Asp Ala Pro Ser Pro Glu Glu Lys Leu His Leu Ile Thr Arg

Asn Leu Gln Glu Val Leu Gly Glu Glu Lys Leu Lys Glu Ile Leu Lys
20 25 30
Glu Arg Glu Leu Lys Ile Tyr Trp Gly Thr Ala Thr Thr Gly Lys Pro
35 40 45
His Val Ala Tyr Phe Val Pro Met Ser Lys Ile Ala Asp Phe Leu Lys
50 55 60
ARla Gly Cys Glu Val Thr Ile Leu Phe Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu
65 70 75 80
Asp Asn Met Lys Ala Pro Trp Glu Leu Leu Glu Leu Arg Val Ser Tyr
85 920 95
Tyr Glu Asn Val Ile Lys Ala Met Leu Glu Ser Ile Gly Val Pro Leu
100 105 110
Glu Lys Leu Lys Phe Ile Lys Gly Thr Asp Tyr Gln Leu Ser Lys Glu
115 120 125
Tyr Thr Leu Asp Val Tyr Arg Leu Ser Ser Val Val Thr Gln His Asp
130 135 140
Ser Lys Lys Ala Gly Ala Glu Val Val Lys Gln Val Glu His Pro Leu
145 150 155 160
Leu Ser Gly Leu Leu Tyr Pro Gly Leu Gln Ala Leu Asp Glu Glu Tyr
165 170 175
Leu Lys Val Asp Ala Gln Phe Gly Gly Ile Asp Gln Arg Lys Ile Phe
180 185 190
Thr Phe Ala Glu Lys Tyr Leu Pro Ala Leu Gly Tyr Ser Lys Arg Val
185 200 205
His Leu Met Asn Pro Met Val Pro Gly Leu Thr Gly Ser Lys Met Ser
210 215 220
Ser Ser Glu Glu Glu Ser Lys Ile Asp Leu Leu Asp Arg Lys Glu Asp
225 230 235 240
Val Lys Lys Lys Leu Lys Lys Ala Phe Cys Glu Pro Gly Asn Val Glu
245 250 255
Asn Asn Gly Val Leu Ser Phe Ile Lys His Val Leu Phe Pro Leu Lys
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Ser
Tyr
His
305
Leu
Ala
Gly
Rsp
Asp
385
Thr
Asp
Gly
Asn
Glu
465
Leu

Ile

Lys

Glu
Thr
290
Pro
Asp
Ser
Pro
Ile
370
Ser
Val
Arg
Val
Arg
450
His
Lys

Ser

Leu

<210> 2
<211> 528

<212> PRT

Phe
275
Ala
Gly
Pro
Ala
Ala
355
Arg
Leu
Val
Leu
Glu
435
Gln
Val
Pro

Glu

Gly
515

260
Val

Tyr
Asp
Ile
Ala
340
Lys
Val
Tyr
Ser
Val
420
Ser
Val
Phe
Lys
Glu

500
Ser

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Gly Asp

1
Asn

Glu
His
Ala
65

Asp
Tyr
Glu
Tyr

Ser
145

Leu
Arg
Val
50

Gly
Asn
Glu
Lys
Thr

130
Lys

Gln
Glu
35

Ala
Cys
Met
Asn
Leu
115

Leu

Lys

Ala
Glu
20

Leu
Tyr
Glu
Lys
Val
100
Lys
Asp

Ala

Ile
Val
Leu
Arg
325
Tyr
Lsn
Gly
Val
Gly
405
Val
Gln
Glu
Val
Lys
485
Cys

Ile

Pro
Val
Lys
Phe
Val
Ala
85

Ile
Phe

Val

Gly

Leu
Asp
Lys
310
Glu
Pro
Ser
Lys
Glu
390
Leu
Val
Gly
Pro
Lys
470
Lys

Ile

Ser

Ser
Leu
Ile
Val
Thr
70

Pro
Lys
Ile
Tyr

Ala
150

Arg
Leu
295
Asn
Lys
Asp
Glu
Ile
375
Lys
Val
Leu
Met
Leu
455
Gly
Val

RAla

Cys

Pro
Gly
Tyr
Pro
55

Ile
Trp
Rla
Lys
Arg

135
Glu
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Asp
280
Glu
Ser
Phe
Pro
Pro
360
Ile
Ile
Gln
Cys
Leu
440
Asp
Tyr
Phe

Gln

Lys
220

Glu
Glu
Trp
40

Met
Leu
Glu
Met
Gly
120

Leu

Val

265
Glu

Lys
Val
Asn
Ser
345
Glu
Thr
Asp
Phe
Asn
425
Leu
Pro
Glu
Glu
Trp

505
Ser

Glu
Glu
25

Gly
Ser
Phe
Leu
Leu
105
Thr

Ser

Val

Lys
Asp
Glu
Thr
330
Lys
Glu
Val
Val
Val
410
Leu
Cys
Pro
Lys
Lys
490

Lys

Leu

Lys
10

Lys
Thr
Lys
Ala
Leu
90

Glu
Asp

Ser

Lys

Trp
Phe
Val
315
Fro
Gln
Val
Glu
Gly
395
Pro
Lys
Ala
Ala
Gly
475
Leu

Gln

Lys

Leu
Leu
Ala
Ile
Asp
75

Glu
Ser
Tyr
Val

Gln
155

42

Gly
Ala
300
Ala
Ala
Lys
Ile
Lys
380
Glu
Lys
Pro
Ser
Gly
460
Gln
Gln

Thr

Gly

His
Lys
Thr
Ala
60

Leu
Leu
Ile
Gln
Val

140
Val

Gly
285
Ala
Leu
Leu
Pro
Pro
365
His
Ala
Glu
Gln
Ile
445
Ser
Pro
Ala

Asn

Gly
525

Leu
Glu
Thr
45

Asp
His
Arg
Gly
Leu
125
Thr

Glu

270
Asn

Glu
Asn
Lys
Met
350
Ser
Pro
Glu
Glu
Lys
430
Glu
Ala
RAsp
Asp
Phe

510
Asn

Ile
Ile
30

Gly
Phe
Ala
Val
Val
110
Ser

Gln

His

Lys
Val
Lys
Lys

335
Ala

Thr
Val
Leu
320

Leu

Lys

Arg Leu

Asp RAla

Pro

Leu
415
Met

Arg
400
Gln

Arg

Gly Ile

Pro
Glu
Phe
495
Met

Ile

Thr
15

Leu
Lys
Leu
Tyr
Ser
95

Pro
Lys
His

Pro

Gly
Glu
480
Lys
Thr

Ser

Arg
Lys
Pro
Lys
Leu
80

Tyr
Leu
Glu

Asp

Leu
160



Leu
Leu
Thr
His
Ser
225
Val
Asn
Ser
Tyr
His
305
Leu
Ala
Gly
Asp
Asp
385
Thr
Asp
Gly
Asn
Glu
465
Leu

Ile

Lys

Ser
Lys
Phe
Leu
210
Ser
Lys
Asn
Glu
Thr
290
Pro
Asp
Ser
Pro
Ile
370
Ser
Val
Arg
Val
Arg
450
His
Lys

Ser

Leu

<210>3
<211> 364

<212> PRT

Gly
Val
Ala
195
Met
Glu
Lys
Gly
Phe
275
Ala
Gly
Pro
Ala
Ala
355
Axrg
Leu
Val
Leu
Glu
435
Gln
Val
Pro

Glu

Gly
515

Leu Leu
165

Asp Ala

180

Glu Lys

Asn Pro
Glu Glu

Lys Leu
245

Val Leu

260

val Ile

Tyr Val
Asp Leu

Ile Arg
325

Ala Ala

340

Lys Asn

Val Gly
Tyr Val

Ser Gly
405

Val Vval

420

Ser Gln

Val Glu
Phe Val

Lys Lys
485

Glu Cys

500

Ser Ile

<213> Homo sapiens

<400> 3
Met Gly Asp

1

Asn Leu Gln

Glu Arg Glu

35

His Val Ala

Ala Pro
5

Glu Vval

20

Leu Lys

Tyr Phe

Tyr
Gln
Tyr
Met
Ser
230
Lys
Ser
Leu
Asp
Lys
310
Glu
Pro
Ser
Lys
Glu
330
Leu
Val
Gly
Pro
Lys
470
Lys

Ile

Ser

Ser
Leu
Ile

Val

Pro
Phe
Leu
Val
215
Lys
Lys
Phe
Arg
Leu
295
Asn
Lys
Asp
Glu
Ile
375
Lys
Val
Leu
Met
Leu
455
Gly
Val

Ala

Cys

Pro
Gly
Tyr

Pro

Gly
Gly
Pro
200
Pro
Ile
Ala
Ile
Asp
280
Glu
Ser
Phe
Pro
Pro
360
Ile
Ile
Gln
Cys
Leu
440
Asp
Tyr
Phe

Gln

Lys
520

Glu
Glu
Trp

40
Met
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Leu
Gly
185
Ala
Gly
Asp
Phe
Lys
265
Glu
Lys
Val
Asn
Ser
345
Glu
Thr
Asp
Phe
Asn
425
Leu
Pro
Glu
Glu
Trp

505
Ser

Glu
Glu
25

Gly

Ser

Gln
170
Ile
Leu
Leu
Leu
Cys
250
His
Lys
Asp
Glu
Thr
330
Lys
Glu
val
Val
Val
410
Leu
Cys
Pro
Lys
Lys
490
Lys

Leu

Lys
10

Lys
Thr

Lys

Ala
Asp
Gly
Thr
Leu
235
Glu
Val
Trp
Phe
Val
315
Pro
Gln
val
Glu
Gly
395
Pro
Lys
Ala
Ala
Gly
475
Leu

Gln

Lys

Leu
Leu
Zla

Ile

43

Leu
Gln
Tyr
Gly
220
Asp
Pro
Leu
Gly
Ala
300
Ala
Ala
Lys
Ile
Lys
380
Glu
Lys
Pro
Ser
Gly
460
Gln
Gln
Thr

Gly

His
Lys
Thr

Ala

Asp
Arg
Ser
205
Ser
Arg
Gly
Phe
Gly
285
Ala
Leu
Leu
Pro
Pro
365
His
Ala
Glu
Gln
Ile
445
Ser
Pro
Ala

Asn

Gly
525

Leu
Glu
Thr

45
Asp

Glu
Lys
190
Lys
Lys
Lys
Asn
Pro
270
Asn
Glu
Asn
Lys
Met
350
Ser
Pro
Glu
Glu
Lys
430
Glu
Ala
Asp
Asp
Phe

510
Asn

Ile
Ile
30

Gly

Phe

Glu
175
Ile
Arg
Met
Glu
val
255
Leu
Lys
Val
Lys
Lys
335
Ala
Arg
Asp
Pro
Leu
415
Met
Gly
Pro
Glu
Phe
495
Met

Ile

Thr
15
Leu

Lys

Leu

Tyr
Phe
Val
Ser
Asp
240
Glu
Lys
Thr
Val
Leu
320
Leu
Lys
Leu
Ala
Arg
400
Gln
Arg
Ile
Gly
Glu
480
Lys

Thr

Ser

Arg
Lys
Pro

Lys
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50 55 60
Ala Gly Cys Glu Val Thr Ile Leu Phe ARla Asp Leu His Ala Tyr Leu
65 70 75 80
Asp Asn Met Lys Ala Pro Trp Glu Leu Leu Glu Leu Arg Val Ser Tyr
85 90 95
Tyr Glu Asn Val Ile Lys Ala Met Leu Glu Ser Ile Gly Val Pro Leu
100 105 110
Glu Lys Leu Lys Phe Ile Lys Gly Thr Asp Tyr Gln Leu Ser Lys Glu
115 120 125
Tyr Thr Leu Asp Val Tyr Arg Leu Ser Ser Val Val Thr Gln His Asp
130 135 140
Ser Lys Lys Ala Gly Ala Glu Val Val Lys Gln Val Glu His Pro Leu
145 150 155 160
Leu Ser Gly Leu Leu Tyr Pro Gly Leu Gln Ala Leu Asp Glu Glu Tyr
165 170 175
Leu Lys Val Asp Ala Gln Phe Gly Gly Ile Asp Gln Arg Lys Ile Phe
180 185 190
Thr Phe Ala Glu Lys Tyr Leu Pro Ala Leu Gly Tyr Ser Lys Arg Val
185 200 205
His Leu Met Asn Pro Met Val Pro Gly Leu Thr Gly Ser Lys Met Ser
210 215 220
Ser Ser Glu Glu Glu Ser Lys Ile Asp Leu Leu Asp Arg Lys Glu Asp
225 230 235 240
Val Lys Lys Lys Leu Lys Lys Ala Phe Cys Glu Pro Gly Asn Val Glu
245 250 255
Asn Asn Gly Val Leu Ser Phe Ile Lys His Val Leu Phe Pro Leu Lys
260 265 270
Ser Glu Phe Val Ile Leu Arg Asp Glu Lys Trp Gly Gly Asn Lys Thr
275 280 285
Tyr Thr Ala Tyr Val Asp Leu Glu Lys Asp Phe Ala Ala Glu Val Val
290 295 300
His Pro Gly Asp Leu Lys Asn Ser Val Glu Val Ala Leu Asn Lys Leu
305 310 315 320
Leu Asp Pro Ile Arg Glu Lys Phe Asn Thr Pro Ala Leu Lys Lys Leu
325 330 335
Ala Ser Ala Ala Tyr Pro Asp Pro Ser Lys Gln Lys Pro Met Ala Lys
340 345 350
Gly Pro Ala Lys Asn Ser Glu Pro Glu Glu Val Ile
355 360

<210> 4

<211> 1683

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

atgggggacg ctcccagcce tgaagagaaa ctgcacctta tcacccggaa cctgcaggag 60
gttctggggg aagagaagct gaaggagata ctgaaggagc gggaacttaa aatttactgg 120
ggaacggcaa ccacgggcaa accacatgtg gcttactttg tgcccatgtc aaagattgca 180
gacttcttaa aggcagggtg tgaggtaaca attctgtttg cggacctcca cgcatacctg 240
gataacatga aagccccatg ggaacttcta gaactccgag tcagttacta tgagaatgtg 300
atcaaagcaa tgctggagag cattggtgtg cccttggaga agctcaagtt catcaaaggc 360
actgattacc agctcagcaa agagtacaca ctagatgtgt acagactctc ctccgtggtc 420
acacagcacg attccaagaa ggctggagct gaggtggtaa agcaggtgga gcaccctttg 480
ctgagtggcc tcttataccc cggactgcag gctttggatg aagagtattt aaaagtagat 540
gcccaatttg gaggcattga tcagagaaag attttcacct ttgcagagaa gtacctccct 600
gcacttggct attcaaaacg ggtccatctg atgaatccta tggttccagg attaacaggc 660
agcaaaatga gctcttcaga agaggagtcc aagattgatc tccttgatcg gaaggaggat 720
gtgaagaaaa aactgaagaa ggccttctgt gagccaggaa atgtggagaa caatggggtt 780
ctgtccttca tcaagcatgt cctttttecce cttaagtccg agtttgtgat cctacgagat 840
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gagaaatggg gtggaaacaa aacctacaca gcttacgtgg acctggaaaa ggactttget 900
gctgaggttg tacatcctgg agacctgaag aattctgttg aagtcgcact gaacaagttg 960
ctggatccaa tccgggaaaa gtttaatacc cctgccctga aaaaactggc cagcgctgec 1020
tacccagatc cctcaaagca gaagccaatg gccaaaggcc ctgccaagaa ttcagaacca 1080
gaggaggtca tcccatcccg gctggatatce cgtgtgggga aaatcatcac tgtggagaag 1140
cacccagatg cagacagcct gtatgtagag aagattgacg tgggggaagc tgaaccacgg 1200
actgtggtga gcggcctggt acagttcgtg cccaaggagg aactgcagga caggctggta 1260
gtggtgctgt gcaacctgaa accccagaag atgagaggag tcgagtccca aggcatgett 1320
ctgtgtgctt ctatagaagg gataaaccgc caggttgaac ctctggaccc tccggcagge 1380
tctgctcecctg gtgagcacgt gtttgtgaag ggctatgaaa agggccaacc agatgaggag 1440
ctcaagccca agaagaaagt cttcgagaag ttgcaggctg acttcaaaat ttctgaggag 1500
tgcatcgcac agtggaagca aaccaacttc atgaccaagc tgggctccat ttcctgtaaa 1560
tcgctgaaag gggggaacat tagctagcca gcccagcatc ttccccectt cttccaccac 1620
tgagtcatct gctgtctcectt cagtctgctce catccatcac ccatttacce atctctcagg 1680
aca 1683
<210>5
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Etiqueta C-terminal
<400> 5
Leu Glu His His His His His His

1 5
<210>6
<211> 348
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> VARIANTE
<222>1,2,3,4,5,6,7,8,9
<223> Xaa = cualquier aminoacido
<400> 6
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Ile Phe Thr Phe Ala Glu

1 5 10 15
Lys Tyr Leu Pro Ala Leu Gly Tyr Ser Lys Arg Val His Leu Met Asn

20 25 30
Pro Met Val Pro Gly Leu Thr Gly Ser Lys Met Ser Ser Ser Glu Glu
35 40 45
Glu Ser Lys Ile Asp Leu Leu Asp Arg Lys Glu Asp Val Lys Lys Lys
50 55 60
Leu Lys Lys Ala Phe Cys Glu Pro Gly Asn Val Glu Asn Asn Gly Val
65 70 75 80
Leu Ser Phe Ile Lys His Val Leu Phe Pro Leu Lys Ser Glu Phe Val
85 20 95
Ile Leu Arg Asp Glu Lys Trp Gly Gly Asn Lys Thr Tyr Thr Ala Tyr
100 105 110
Val Asp Leu Glu Lys Asp Phe Ala Ala Glu Val Val His Pro Gly Asp
115 120 125
Leu Lys Asn Ser Val Glu Val Ala Leu Asn Lys Leu Leu Asp Pro Ile
130 135 140

Arg Glu Lys Phe Asn Thr Pro Ala Leu Lys Lys Leu Ala Ser Ala Ala
145 150 155 160
Tyr Pro Asp Pro Ser Lys Gln Lys Pro Met Ala Lys Gly Pro Ala Lys
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Asn Ser

Ile
195
Lys

Gly Lys

Val Glu
210
Leu

Gly Val

225
Val

Val Leu

Gln Gly Met

Glu Pro

275
Val Lys
290
Lys Lys Val
305
Cys

Ile Ala

Ile Ser Cys

<210>7
<211> 2178
<212> ADN

Glu

Leu

Gly

165
Pro Glu
180
Ile Thr

Ile Asp

Gln Phe

Glu

Val

Val

Val

ES 2622 444 T3

Val Ile

Glu Lys
200
Gly Glu
215

Pro Lys

230

Asn
245
Leu

Cys

Leu
260
Asp Pro

Tyr Glu

Phe Glu

Leu
Cys
Pro
Lys

Lys

Lys Pro

Ala Ser

Ala Gly
280
Gly Gln
295

Leu Gln

310

Gln Trp
325
Lys Ser

340

<213> Homo sapiens

<400>7

ttcagaaagt
tggcctggga
gtaccccaac
agagatcctt
gttgagagca
gaaagttagc
gaatccaaga
ctctcectgg
agctgaacca
ggacaggctg
ccaaggcatg
ggggaggcca
agctctgaga
tcgtacaagt
gagggctcaa
aaatcccagt
aaacacagat
ggtgatatgc
ccctaaatcce
tggaacccat
ccgccaggtt
gaagggctat
gaagttgcag
cttcatgacc
gccagcccag
gctccaccca
ttattcggtg
gtctggctgce
cctaccttct
tatgccacag

ggtggaggga
ccattgttct
caccaaaacc
ccacctctta
gagtatacca
tctagggggt
gttcaccagg
cagcacccag
cggactgtgg
gtagtggtgc
cttctgtgtg
ggaagagtag
acacgtgcct
actgttaatg
accagtacat
tttgatgtct
tttggtatct
agggatgtag
catcagggcc
ccatagcctc
gaacctctgg
gaaaagggcc
gctgacttca
aagctgggct
catcttcccce
tcacccattt
cagaactcgg
agtgagagac
tcececttggea
tcecttataat

Lys

Leu

Gln Thr

Lys Gly

agacttcctt
gggctttttt
accctgagat
acacaagcat
tcagagccca
ctttccaggg
ctgcttctcet
atgcagacag
tgagcggcect
tgtgcaacct
cttctatgtg
ggaatcagcc
ctteccttget
aagcatttta
acccaagtct
ataaagtcct
tgacacacaa
caagataaga
cctgtgtaaa
actcttctct
accctccgge
aaccagatga
aaatttctga
ccatttcctyg
ccttcttcceca
acccatctct
caaggggcag
caacccctaa
gctggagaaa
tggaaaaata

170
Pro Ser
185
His Pro

Ala Glu

Glu Glu

Arg
Asp
Pro

Leu

Leu Asp

Ile

175

Arg Val

190

Ala Asp
205
Arg Thr
220

Gln Asp

235

Gln Lys
250
Ile Glu
265
Ser Ala

Pro Asp

Ala Asp

Met
Gly
Pro
Glu

Phe

Arg Gly

Ile Asn

Ser
Val
Arg
Val

Arg

Leu Tyr

Val Ser

Val
240
Ser

Leu

Glu
255

Gln Val

270

Glu
285
Leu

Gly

Glu
300

Lys Ile

315

Phe
330
Asn

Asn

Gly
345

tttcccagag
tccecttegac
caatgctggt
ctaggtccac
ttctectgte
gcctctgtaa
aatggacgat
cctgtatgta
ggtacagttc
gaaaccccag
agtgaggact
catatgatgt
gatgccaaaa
cctacagtta
tactactagt
cgctacgtta
ttttggtata
ggacctcctg
ggcccggatt
tgtcctgtgt
aggctctgct
ggagctcaag
ggagtgcatc
taaatcgctyg
ccactgagtc
caggacacgg
cttaccctcce
caagggctgg
tctggtttca
ctggtgccca

46

Met

Ile

Thr Lys

Ser

acagaaggtt
atggatttgc
gctcctgecat
tttactcaaa
tgctgtctgg
ggactggatg
gatcctctte
gagaagattg
gtgcccaagg
aagatgagag
tggagtgggg
ccttccacac
gttgatgcat
attttgttaa
aaggagtgga
ttttatactt
gcctgggtta
gggctctggt
gctttggect
cttcccagag
cctggtgagc
cccaagagga
gcacagtgga
aaagggggga
atctgctgtc
aagcagcggg
ccagaaccca
gccacagcag
atataactca
ggttttcttyg

His
Lys
Ser

Leu

Val Phe

Pro Lys

Glu Glu
320
Gly Ser

335

atgcacccag
ttctcactgt
cagatggctt
tctggcctceca
gacgtggaaa
ctcctttceg
ctcctgacgt
acgtggggga
aggaactgca
gagtcgagtc
cacaggacct
accaggtgga
gaaggactta
aatagaaatg
gcagggattc
cctcecectag
atgtaaccct
actgaggatg
ccacagtcac
aagggataaa
acgtgtttgt
aagtcttcga
agcaaaccaa
acattagcta
tcttcagtct
tttggactct
ggatcatcct
ggagtccagc
tttaaaaatt
gagttatcca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
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15

agcagctgcg
aacaggaaac
accaagtggt
gggcctgccce
atcagctgcg
agagggtggg
caaataaaat

<210> 8
<211> 388
<212> PRT

cccctagcetg
tgtgggattt
tggcaacttt
cagggctcct
tgttgttage
gtacttctcc
gtctgaac

<213> Homo sapiens

<220>

<221> VARIANTE

<222> 354, 355, 356, 357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,
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ggatctggta
gaaaaggaaa
cccaatgtct
ggaatttccc
atcaggcaga
ataaggcatc

cctggactag
gggaagggaa
gcttactctg
ttgatccagc
atgaatggca
tcagtcaaat

gctaattaca
aacagagaac
aggcttggca
taggctggga
gagagtgatt
ccccatcact

376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 388
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<400> 8

Met Gly Asp

1
Asn Leu

Glu Arg
Val
50

Gly

His

Rla
65
Asp Asn

Tyr Glu

Glu Lys

Gln
Glu
35

Ala
Cys
Met

Asn

Leu

Ala Pro
Glu
20

Leu

Val
Lys
Tyr Phe

Glu Val

Ser

Leu

Ile

Val

Thr

Pro Glu

Gly Glu

Tyr Trp
40
Pro Met
55

Ile Leu

70

Ala
85
Ile

Lys

Val
100

Lys Phe

115

Thr
130
Lys

Tyr

Ser
145
Leu Ser

Leu Lys

Thr Phe

Leu
Lys
Gly
Val

Ala

Asp Val

Ala Gly

Pro
Lys
Ile
Tyr

Ala

Trp Glu

Ala Met

Lys Gly
120
Arg Leu
135

Glu Val

150

Leu
165
Ala

Leu

Asp
180

Glu Lys

195

Leu
210
Ser

His

Ser
225
Val Lys

Asn Asn

Ser Glu

Met
Glu
Lys
Gly

Phe

Asn Pro

Glu Glu

Tyr
Gln
Tyr
Met

Ser

Pro Gly

Phe Gly

Pro
200
Pro

Leu

Val
215

Lys Ile

230

Leu
245
Leu

Lys

Val
260

Val Ile

275

Thr
290
Pro

Tyr

His
305

Ala

Gly

Tyr Val

Asp Leu

Lys
Ser
Leu
Asp

Lys

Lys Ala

Phe Ile

Arg Asp
280
Leu Glu
295

Asn Ser

310

Ala

Val

Glu Lys Leu
10

Glu Lys

25

Gly

Leu

Thr Ala

Ser Lys Ile

Phe ARla Asp
75
Leu Glu
90

Glu

Leu
Leu Ser
105
Thr

Asp Tyr

Ser Ser Val

Val Gln
155
Ala

Lys

Gln
170
Ile

Leu

Gly
185

Asp

Leu Gly

Gly Leu Thr
Leu
235

Glu

Asp Leu

Phe Cys
250
Lys His Val
265
Glu

Lys Trp

Lys Asp Phe

Glu Vval

315

47

His Leu

Lys Glu

Ile

Ile

gcttctccce
ctagtggtct

ctgggggcca
cactccctaa

ctgtcttcat
gtcataaatt

Thr
15
Leu

Arg

Lys

30

Thr Thr
45
Ala Asp
60
Leu His

Leu Arg

Ile Gly

Gly
Phe
Ala
Val

Val

Lys Pro

Leu Lys

Leu
80
Tyr

Tyr

Ser
95

Pro Leu

110

Gln Leu
125
Val Thr
140
Val Glu

Leu Asp

Gln Arg

Ser
Gln
His
Glu

Lys

Lys Glu

His Asp

Leu
160
Tyr

Pro

Glu
175

Ile Phe

190

Ser
205
Ser

Tyr

Gly
220
Asp Arg

Pro Gly

Leu Phe

Lys
Lys
Lys
Asn

Pro

Arg Val

Met Ser

Glu Asp
240
Val Glu
255

Leu Lys

270

Gly Gly
285
Ala Ala
300

Ala Leu

Asn

Glu

Asn

Lys Thr

Val Val

Leu
320

Lys

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2178
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15

Leu Asp

Rla Ser

Gly Xaa

Xaa
370
Xaa

Xaa

Xaa
385

<210>9
<211> 1167
<212> ADN

Pro
Ala
Xaa
355

Xaa

Xaa

Ile

325
Ala
340
Xaa

Xaa

Xaa

<213> Homo sapiens

<400> 9

atgggggacg
gttctggggg
ggaacggcaa
gacttcttaa
gataacatga
atcaaagcaa
actgattacc
acacagcacg
ctgagtggcc
gcccaatttg
gcacttggct
agcaaaatga
gtgaagaaaa
ctgtccttca
gagaaatggg
gctgaggttg
ctggatccaa
tacccagatc
aggaggtcat
acccagatgc

<210> 10
<211> 318
<212> PRT

ctcccagccce
aagagaagct
ccacgggcaa
aggcagggtg
aagccccatg
tgctggagag
agctcagcaa
attccaagaa
tcttataccc
gaggcattga
attcaaaacg
gctcttcaga
aactgaagaa
tcaagcatgt
gtggaaacaa
tacatcctgg
tccgggaaaa
cctcaaagca
cccatccecgg
agacagcctg

<213> Homo sapiens

<400> 10
Met Asn
1
Glu Glu
Lys Lys

35
Val
50
Val

Gly

Phe
65
Ala Tyr

Gly Asp

Pro Ile

Pro Met
Glu
Leu
Leu
Ile
Val
Leu

Arg
115

Val

Ser
20
Lys

Lys
Lys
Ser Phe

Leu Arg

Arg Glu Lys
Tyr Pro Asp
Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa

Pro
Ile
Ala
Ile

Asp

ES 2622 444 T3

Phe

Pro

Asn

Ser

Thr
330
Lys

Pro

Gln

345

Xaa
360
Xaa
375

tgaagagaaa
gaaggagata
accacatgtg
tgaggtaaca
ggaacttcta
cattggtgtg
agagtacaca
ggctggagcet
cggactgcag
tcagagaaag
ggtccatctg
agaggagtcc
ggccttcectgt
cctttttecece
aacctacaca
agacctgaag
gtttaatacc
gaagccaatg
ctggatatcc
tatgtag

Gly Leu

Asp Leu

Phe Cys
40
Lys His
55

Glu Lys

70

Leu
85
Asn

Asp

Lys
100

Glu Lys

Glu

Ser

Phe

Lys Asp

val Glu

Thr
120

Asn

Xaa

Xaa

Xaa Xaa

Xaa ¥Xaa

ctgcacctta
ctgaaggagc
gcttactttg
attctgtttyg
gaactccgag
cccttggaga
ctagatgtgt
gaggtggtaa
gctttggatg
attttcacct
atgaatccta
aagattgatc
gagccaggaa
cttaagtccg
gcttacgtgg
aattctgttg
cctgcecctga
gccaaaggcc

gtgtggggaa

Thr Gly
10
Leu Asp
25
Glu Pro

Val Leu

Trp Gly

75
Phe Ala
90
Val Rla
105

Pro Rla

48

Ser
Arg
Gly
Phe
Gly
Ala
Leu

Leu

Ala Leu Lys
Met
350

Xaa

Lys Pro

Xaa
365
Xaa

Xaa
Xaa Xaa
380

tcacccggaa
gggaacttaa
tgcccatgtce
cggacctcca
tcagttacta
agctcaagtt
acagactctc
agcaggtgga
aagagtattt
ttgcagagaa
tggttccagg
tccttgatceg
atgtggagaa
agtttgtgat
acctggaaaa
aagtcgcact
aaaaactggc
tgccaagaat
aatcatcact

Lys Met Se

Lys Glu
30
Val
45
Leu

Asn

Pro
60

Asn Lys Th

Glu Val Va

Asn Lys

11
Lys Lys
125

Asp
Glu

Lys

Leu

Leu

Lys Leu
335
Ala Lys

Xaa Xaa

Xaa Xaa

cctgcaggag
aatttactgg
aaagattgca
cgcatacctg
tgagaatgtg
catcaaaggc
ctcecgtggte
gcaccctttg
aaaagtagat
gtacctccct
attaacaggc
gaaggaggat
caatggggtt
cctacgagat
ggactttgct
gaacaagttg
cagcgctgcc
tcagaaccag
gtggagaagc

r Ser Ser
15
Val Lys

Asn Asn

Ser Glu
Thr
80

Pro

r Tyr

1 His
95
Leu Asp
0

Ala Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1167
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Ala Ala
130
Ala Lys
145
Arg Val

Leu Tyr

Val Ser

Tyr
Asn
Gly
Val

Gly

Pro Asp

Ser Glu

Ile
165
Lys

Lys

Glu
180

Leu Val

195

Val
210
Ser

Leu

Glu
225
Gln Val

Val Phe

Pro Lys

Val
Gln
Glu
Val

Lys

Val Leu

Gly Met
Leu
245
Gly

Pro

Lys
260

Lys Val

275

Glu Glu
290
Gly Ser

305

<210> 11
<211> 1736
<212> ADN

Cys

Ile

Ile Ala

Ser Cys

<213> Homo sapiens

<400> 11

gaaagatttt
atctgatgaa
agtccaagat
tectgtgagcce
ttccecttaa
acacagctta
tgaagaattc
atacccctgce
caatggccaa
atatccgtgt
tagagaagat
tcgtgcccaa
agaagatgag
accgccaggt
tgaagggcta
agaagttgca
acttcatgac
agccagccca
tgctccatcc
tttattcggt
tgtctggctg
ccctaccttce
ttatgccaca
aagcagctgc
caacaggaaa
taccaagtgg
agggcctgcc
aatcagctgce

tagagggtgg

<210> 12
<211> 179

cacctttgca
tcctatggtt
tgatctecctt
aggaaatgtg
gtccgagttt
cgtggacctg
tgttgaagtc
cctgaaaaaa
aggccctgece
ggggaaaatc
tgacgtgggg
ggaggaactg
aggagtcgag
tgaacctctg
tgaaaagggc
ggctgacttc
caagctgggc
gcatcttccc
atcacccatt
gcagaactcg
cagtgagaga
ttceecttgge
gtccttataa
gcccctagcet
ctgtgggatt
ttggcaactt
ccagggctcc
gtgttgttag
ggtacttctc
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Ser
135
Glu

Pro

Pro
150
Ile Thr

Ile Asp

Gln Phe

Asn
215
Leu

Cys

Leu
230
Asp Pro

Tyr Glu

Phe Glu

Gln Trp
295
Lys Ser
310

gagaagtacc
ccaggattaa
gatcggaagg
gagaacaatg
gtgatcctac
gaaaaggact
gcactgaaca
ctggccagcg
aagaattcag
atcactgtgg
gaagctgaac
caggacaggc
tccecaaggcea
gaccctcegg
caaccagatg
aaaatttctg
tcecatttcct
cccttettee
tacccatctc
gcaaggggca
ccaaccccta
agctggagaa
ttggaaaaat
gggatctggt
tgaaaaggaa
tcececaatgte
tggaatttcc
catcaggcag
cataaggcat

Lys
Glu
Val
Val
Val
200
Leu
Cys
Pro
Lys
Lys
280

Lys

Leu

Gln Lys

Val Ile

Pro

Pro

Met Ala
140

Ser Arg

155

Glu Lys
170
Gly Glu
185
Pro Lys

Lys Pro

Ala Ser

His

Ala

Glu

Gln

Ile

Pro Asp

Glu Pro

Glu Leu
205
Lys Met
220

Glu Gly

235

Ala Gly
250
Gly Gln
265
Leu Gln

Gln Thr

Lys Gly

Ser
Pro
Ala
Asn

Gly

Ala Pro

Asp Glu
Phe
285
Met

Asp

Phe
300

Asn Ile

315

tccectgeact
caggcagcaa
aggatgtgaa
gggttctgte
gagatgagaa
ttgctgctga
agttgctgga
ctgcctaccc
aaccagagga
agaagcaccc
cacggactgt
tggtagtggt
tgcttctgtg
caggctctgc
aggagctcaa
aggagtgcat
gtaaatcgct
accactgagt
tcaggacacg
gcttaccctce
acaagggctg
atctggtttc
actggtgccc
acctggacta
agggaaggga
tgcttactct
cttgatccag
aatgaatggc
ctcagtcaaa

49

tggctattca
aatgagctct
gaaaaaactg
cttcatcaag
atggggtgga
ggttgtacat
tccaatccgg
agatccctca
ggtcatccca
agatgcagac
ggtgagcggce
gctgtgcaac
tgcttctata
tcctggtgag
gcccaagaag
cgcacagtgg
gaaagggggg
catctgctgt
gaagcagcgg
cccagaaccce
ggccacagca
aatataactc
aggttttett
ggctaattac
aaacagagaa
gaggcttggce
ctaggctggg
agagagtgat
tcecccatcecac

Lys
Leu
Ala
Arg
190
Gln
Arg
Ile
Gly
Glu
270

Lys

Thr

Gly Pro
Ile
160
Ser

Asp

Asp
175
Thr Val

Asp Arg

Gly val

Asn Arg
240
Glu His
255
Leu Lys

Ile Ser

Lys Leu

Ser

aaacgggtcc
tcagaagagg
aagaaggcct
catgtccttt
aacaaaacct
cctggagacc
gaaaagttta
aagcagaagc
tcececggcetgg
agcctgtatg
ctggtacagt
ctgaaacccc
gaagggataa
cacgtgtttg
aaagtcttcg
aagcaaacca
aacattagct
ctcttcagtce
gtttggactc
aggatcatcc
gggagtccag
atttaaaaat
ggagttatcc
agcttctccce
cctagtggtc
actgggggcce
acactcccta
tctgtcttca
tgtcat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1736
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15

20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Ala
1

Ser Arg

Pro Asp

Glu Pro
50
Glu Leu
65
Lys Met

Glu Gly

Ala Pro

Lys
Leu
Ala
35

Arg
Gln
Arg

Ile

Gly

Gly Pro

Asp Ile
20
Asp Ser

Thr Val

Asp Arg

Ala
Arg
Leu
Val

Leu

ES 2622 444 T3

Lys Asn

Val Gly
Val
40

Gly

Tyr

Ser
55

Val Val

70

Val
85
Arg

Gly

Asn
100

Glu His

115

Glu
130
Phe

Asp

Asp
145
Phe Met
Asn Ile

<210> 13
<211> 1167
<212> ADN

Glu
Lys

Thr

Leu Lys

Ile Ser

Glu

Gln

Val

Pro

Glu

Ser Gln

Val Glu

Phe Val
120
Lys Lys
135

Glu Cys

150

Leu
165

Lys

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 13
atgggggacg

gttctggggg
ggaacggcaa

gacttcttaa
gataacatga
atcaaagcaa
actgattacc
acacagcacg
ctgagtggcc
gcccaatttg
gcacttggct
agcaaaatga
gtgaagaaaa
ctgtccttca
gagaaatggg
gctgaggttg
ctggatccaa
tacccagatc
aggaggtcat
acccagatgc

<210> 14
<211> 188
<212> PRT

ctcccagccce
aagagaagct
ccacgggcaa
aggcagggtg
aagccccatg
tgctggagag
agctcagcaa
attccaagaa
tcttataccc
gaggcattga
attcaaaacg
gctcttcaga
aactgaagaa
tcaagcatgt
gtggaaacaa
tacatcctygg
tccgggaaaa
cctcaaagca
cccatcececgg
agacagcctg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> VARIANTE
<222>1,2,3,4,5,6,7,8
<223> Xaa = cualquier aminoacido

Gly

Ser Ile

tgaagagaaa
gaaggagata
accacatgtg
tgaggtaaca
ggaacttcta
cattggtgtg
agagtacaca
ggctggagct
cggactgcag
tcagagaaag
ggtccatctg
agaggagtcc
ggccttctgt
cctttttecece
aacctacaca
agacctgaag
gtttaatacc
gaagccaatg
ctggatatcc
tatgtag

Glu
10
Ile

Ser Pro

Lys Ile

25
Glu

Lys Ile

Leu Val Gln

Val Leu Cys
75
Met Leu
90

Leu

Gly

Pro
105
Lys

Asp

Gly Tyr

Lys Val Phe

Ile Ala Gln
155
Lys

Ser Cys

170

ctgcacctta
ctgaaggagc
gcttactttg
attctgtttg
gaactccgag
cccttggaga
ctagatgtgt
gaggtggtaa
gctttggatg
attttcacct
atgaatccta
aagattgatc
gagccaggaa
cttaagtccg
gcttacgtgg
aattctgttg
cctgcecctga
gccaaaggcc

gtgtggggaa

50

Glu Glu

Thr Val

30
Val
45
Val

Asp

Phe
60
Asn Leu

Leu Cys

Pro Pro

Glu Lys
125
Glu Lys
140
Trp Lys

Ser Leu

tcacccggaa
gggaacttaa
tgcccatgtce
cggacctcca
tcagttacta
agctcaagtt
acagactctc
agcaggtgga
aagagtattt
ttgcagagaa
tggttccagg
tccttgateg
atgtggagaa
agtttgtgat
acctggaaaa
aagtcgcact
aaaaactggc
tgccaagaat
aatcatcact

Val
Glu
Gly
Pro
Lys
Ala
Ala
110
Gly
Leu

Gln

Lys

Ile
15
Lys

Pro
His
Glu Ala

Lys Glu
Gln
80
Ile

Pro

Ser
95
Gly Ser

Gln Pro

Gln Ala

Thr Asn
160
Gly Gly
175

cctgcaggag
aatttactgg
aaagattgca
cgcatacctg
tgagaatgtg
catcaaaggc
ctccgtggte
gcaccctttg
aaaagtagat
gtacctccct
attaacaggc
gaaggaggat
caatggggtt
cctacgagat
ggactttgct
gaacaagttg
cagcgctgcc
tcagaaccag
gtggagaagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1167



10

<400> 14
Xaa Xaa
1
Asn Ser
Gly Lys

35
Glu
50

Leu

Val

Gly
65
Val VvVal

Gln Gly

Glu Pro

Val Lys
130
Lys Lys
145
Cys Ile

Ile Ser

<210> 15
<211> 2262
<212> ADN

Xaa
Glu
Ile
Lys
Val
Leu
Met
Leu
115
Gly
Val

Ala

Cys

Xaa Xaa Xa

Pro Glu Gl

20
Ile

Thr Va

Ile Asp Va

Gln Phe Va
70
Asn Le
85

Leu

Cys

Leu
100

Asp Pro Pr

Tyr Glu Ly

Phe Glu
15
Ly

Gln Trp

165
Ser

Lys Le

180

<213> Homo sapiens

<400> 15

gccagacaca
cacttgagcc
aaaaattagc
gagaggatca
actccagcct
tagattagac
ttgggcagag
tgtgcatggg
ttgatagctt
ttttttctaa
ttaagcaatc
acctggccaa
caaagctact
tcaggtatgt
ttagactctg
tcagcagctg
gccaatggcc
ggatatccgt
tgtagagaag

gtggctcaca
caaaagttag
caggcatagt
cctgagcatg
gggcaacaga
ctattatacc
cctgcagagc
cctggctett
tgtgcgaccc
aagagacaga
ctccegtcetce
gactcagtaa
actgctccct
catgtctgaa
gggattctac
acctgccaca
aaaggccctg

gtggggaaaa
attgacgtgg

Cys

Lys

ES 2622 444 T3

a Xaa Xaa

u Val Ile

1 Glu Lys
40
1 Gly Glu
55
1 Pro Lys

u Lys Pro

Ala Ser

o Ala Gly
120
s Gly Gln
135
Leu Gln
0

s Gln Thr

u Lys Gly

cctgtaatct
agaccaaaac
agcacatgcc
gggaagttga
gtgagactct
caaccggtat
ttagagaagc
agttggccat
ttccagaaaa
gtctggctct
agcctcccaa
attctatgtg
cccegcetagt
aggttgccaa
actaaatctt
gggaagaatt
ccaagaattc
tcatcactgt
gggaagctga

Ala
Glu

Gln

Ala
Asn

Gly

Met Ala
10

Ser

Pro

Pro
25
His

Arg

Pro Asp

Glu Pro

Glu Leu

75

Lys Met
90

Ile Glu

105

Ser

Gly

Ala Pro

Pro Asp Glu
Phe
155

Met

Asp

Phe
170
Asn Ile

185

taacactttg
ccagtctcta
tgtagtccca
gactgcagtg
atgtctcaaa
atagggtatc
ttatctttag
ccacttgtgc
aaactcagta
gttgcccagce
agtgctagaa
gaatgcatga
ctaataattg
cccagtatta
acctaatctc
ctacctcatg
agaaccagag
ggagaagcac
accacggact

51

Lys Gly

Leu Asp

Ala Asp
45
Arg Thr
60
Gln Asp

Arg Gly

Ile Asn

Pro
Ile
30

Ser
Val
Arg

Val

Arg

Ala
15
Arg

Lys
Val
Leu Tyr
Val Ser
Val

80
Ser

Leu

Glu
95

Gln Val

110

Glu
125
Leu

Gly

Glu
140
Lys Ile

Thr Lys

Ser

gaaggctgag
cccaaaaaaa
gctacttggg
agccatgatc
aaaagaaaaa
gatagtttct
attctcccag
gtaatgctaa
actcagtaaa
ctggtcttga
ttacaggtgt
atggaaatac
agggagagaa
aagaagttac
agtgtcttaa
gggttcttct
gaggtcatcc
ccagatgcag
gtggtgagcg

His
Lys
Ser

Leu

Val Phe

Pro Lys

Glu Glu
160
Gly Ser
175

gcaggcggat
daaaaaaaaaa
aggctgaggt
gcaccactgc
tgatagaaat
tacacagctg
tttccttcta
gatattggca
attttttttt
agtcctggge
gagctaccac
ctaaaggagg
cagatgaaaa
aactcagtgt
cgtggtggga
cattcccaga
catcccggcet
acagcctgta
gcctggtaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140



gttcgtgccc
ccagaagatg
aaaccgccag
tgtgaagggc
cgagaagttg
caacttcatg
ctagccagcc
tctgctccat
tectttattcg
cctgtctgge
agccctacct
atttatgcca
ccaagcagct
cccaacagga
tctaccaagt
ccagggcctg
taaatcagct
catagagggt
attcaaataa

aaggaggaac
agaggagtcg
gttgaacctc
tatgaaaagg
caggctgact
accaagctgg
cagcatcttc
ccatcaccca
gtgcagaact
tgcagtgaga
tcttcecttyg
cagtccttat
gcgcccctag
aactgtggga
ggttggcaac
ccccagggcet
gcgtgttgtt
ggggtacttc
aatgtctgaa

ES 2622 444 T3

tgcaggacag
agtcccaagg
tggaccctcc
gccaaccaga
tcaaaatttc
gctccatttce
cccecttett
tttacccatc
cggcaagggyg
gaccaacccc
gcagctggag
aattggaaaa
ctgggatctg
tttgaaaagg
tttcccaatg
cctggaattt
agcatcaggce
tccataaggc
caagggaaaa

gctggtagtg
catgcttctg
ggcaggctct
tgaggagctc
tgaggagtgc
ctgtaaatcg
ccaccactga
tctcaggaca
cagcttaccc
taacaagggc
aaatctggtt
atactggtgc
gtacctggac
aaagggaagg
tctgcttact
cccttgatcce
agaatgaatg
atctcagtca
aaaaaaaaaa

52

gtgctgtgca
tgtgcttcta
gctcctggtg
aagcccaaga
atcgcacagt
ctgaaagggg
gtcatctgct
cggaagcagc
tcceccagaac
tgggccacag
tcaatataac
ccaggttttc
taggctaatt
gaaaacagag
ctgaggcttg
agctaggctg
gcagagagtg
aatccccatc
aa

acctgaaacc
tagaagggat
agcacgtgtt
agaaagtctt
ggaagcaaac
ggaacattag
gtctcttcag
gggtttggac
ccaggatcat
cagggagtcc
tcatttaaaa
ttggagttat
acagcttctc
aacctagtgg
gcactggggg
ggacactccce
attctgtctt
actgtcataa

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2262
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REIVINDICACIONES

Una composicion para uso en tratar, o reducir el riesgo de desarrollar, trombocitopenia en un sujeto, o para
aumentar o mantener recuentos de plaquetas en un sujeto, que comprende una concentracion
trombopoyéticamente eficaz de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, en donde el sujeto tiene, o esta en riesgo
de tener, una enfermedad o afeccion asociada con un recuento de plaquetas disminuido o reducido.

La composicién para uso se%L’m la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene un recuento de plaquetas de
aproximadamente 150.00/mm™ o menor.

La composicién para uso segun la reivindicacion 1, en donde la enfermedad o afeccion se selecciona de
hemorragia y hematomas, epistaxis, hiperesplenismo, hipotermia, infeccion por virus de Epstein-Barr,
mononucleosis infecciosa, sindrome de Wiskott-Aldrich, ingestién materna de tiacidas, trombocitopenia
amegacariocitica congénita, sindrome de trombocitopenia con aplasia radial, anemia de Fanconi, sindrome de
Bernard-Soulier, anomalia de May-Hegglin, sindrome de plaquetas grises, sindrome de Alport, rubeola
neonatal, anemia aplasica, sindrome mielodisplasico, leucemia, linfoma, tumor, cancer de la médula ésea,
deficiencia nutricional, exposicion a radiacion, insuficiencia hepatica, septicemia bacteriana, sarampién, fiebre
dengue, infeccion por VIH o SIDA, prematuridad, eritroblastosis fetal, purpura trombocitopénica idiopatica
(PTI), PTI materna, sindrome hemolitico-urémico, coagulacion intravascular diseminada, purpura
trombocitopénica trombética (PTT), purpura postransfusion, lupus eritematosos sistémico, artritis reumatoide,
trombocitopenia aloinmunitaria neonatal, y hemoglobinuria nocturna paroxistica, infeccion por virus de la
hepatitis C (VHC), trombocitopenia inducida por medicacion, y trombocitosis inducida por quimioterapia (CIT).

La composicién para uso segun la reivindicacion 1, en donde la enfermedad o afeccion esta inducida por una
medicacion o farmaco.

La composicién para uso segun la reivindicacion 4, en donde la medicacién o farmaco se selecciona de
agentes quimioterapéuticos, agentes antiinflamatorios no esteroideos, sulfonamidas, vancomicina, clopidogrel,
inhibidores de glucoproteina llb/llla, interferones, acido valproico, abciximab, linezolida, famotidina,
mebeverina, bloqueantes de histamina, agentes alquilantes, heparina, alcohol y agentes quimioterapéuticos
antibidticos.

La composicion para uso segun la reivindicacion 5, en donde el agente quimioterapéutico se selecciona de
cisplatino (CDDP), carboplatino, procarbacina, mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina, ifosfamida,
melfalan, clorambucilo, busulfan, nitrosurea, dactinomicina, daunorubicina, doxorubicina, bleomicina,
plicomicina, mitomicina, etopdsido (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes de union al receptor de estrégeno,
taxol, gemcitabien, navelbina, inhibidores de farnesil-proteina transferasa, transplatino, 5-fluorouracilo,
vincristina, vinblastina y metotrexato, temazolomida y derivados de los mismos.

La composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa se selecciona de

a) una tirosil-ARNt sintetasa de mamifero truncada en su extremo C o su extremo N,

b) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12, 0 14, en
donde al menos aproximadamente 1-50, 50-100, 100-150, 150-200 o 200-250 residuos de aminoacidos
estan truncados de su extremo C o su extremo N,

c) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la seceuncia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, en donde la alanina en la posicion 341 no esta sustituida
con una tirosina,

d) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos el 80% idéntica a la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12,0 14; y

e) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 6, 8, 10,
12,014;y

f)  un polipéptido que consiste esencialmente en los aminoacidos 1-353 de SEQ ID NO: 1.

La composicion para uso segun la reivindicaciéon 1, que comprende ademas un segundo polipéptido tirosil-
ARNt sintetasa, en donde los dos polipéptidos tirosilF-ARNt-sintetasa forman un heterodimero o un
homodimero.

La composicion para uso segun la reivindicacion 8, en donde el heterodimero comprende un polipéptido
tirosil-ARNt sintetasa de longitud completa y un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa truncado.

La composicidon para uso segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un polipéptido heterdlogo, en
donde el polipéptido tirosil-ARNTt sintetasa y el polipéptido heterélogo forman un heterodimero.
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La composicion para uso segun la reivindicacion 1, en donde el polipéptido tirosil-ARNt sintetasa es un
polipéptido quimérico seleccionado de

(a) un polipéptido quimérico que comprende dos o mas fragmentos biolégicamente activos de al menos 10
aminoacidos contiguos de un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa, en donde los dos o mas fragmentos
estan unidos para formar un polipéptido quimérico que es capaz de estimular trombopoyesis y/o
aumentar el recuento de plaquetas en un sujeto; y

(b) uno o mas fragmentos biolégicamente activos de al menos 10 aminoacidos contiguos de un polipéptido
tirosil-ARNt sintetasa y uno o mas polipéptidos heterologos, en donde el uno o mas fragmentos y el uno o
mas polipéptidos heterdlogos estan unidos para formar un polipéptido quimérico que es capaz de
estimular trombopoyesis y/o aumentar el recuento de plaquetas en un sujeto.

Una composicién para uso en tratar trombocitopenia, dicha composicion comprende un polinucledétido aislado
que codifica un polipéptido tirosil-ARNt sintetasa de cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

La composicion para uso segun la reivindicacion 12, en donde el polinucleétido aislado comprende una
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 4, 7, 9, 11, 13, 0 15, o una secuencia de nucleétidos al menos el
80% idéntica a SEQ ID NO: 4, 7,9, 11, 13, 0 15.

Un método ex vivo o in vitro para estimular la proliferacion y/o diferenciacion de células progenitoras de
megacariocitos tempranas, que comprende incubar un cultivo de células madre hematopoyéticas con un
polipéptido tirosil-ARNt sintetasa durante un tiempo suficiente para permitir la proliferacion de las células
progenitoras de megacariocitos tempranas, estimulando de esta manera la proliferacion y/o diferenciacion de
células progenitoras de megacariocitos tempranas.

La composicién para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el polipéptido tirosil-ARNt
sintetasa esta fusionado a un polipéptido heterélogo.

La composicidon para uso segun la reivindicacion 15, en donde el polipéptido heterélogo comprende un
fragmento Fc.

La composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el polipéptido esta
modificado por pegilacion.
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10
MGDAPSPEEK

60
AYFVPMSKIA

110
IKAMLESIGV

160
EVVKQVEHPL

210
ALGYSKRVHL

260
EPGNVENNGV

310
AEVVHPGDLK

360
AKGPAKNSEP

410
TVVSGLVQFEV

460
QVEPLDPPAG

510
CIAQWKQTNE
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20
LHLITRNLQE

70
DFLKAGCEVT

120
PLEKLKFIKG

170
LSGLLYPGLQ

220
MNPMVPGLTG

270
LSFIKHVLEP

320
NSVEVALNKL

370
EEVIPSRLDI

420
PKEELQDRLV

470
SAPGEHVFVK

520
MTKLGSISCK

30
VLGEEKLKEI

80
ILFADLHAYL

130
TDYQLSKEYT

180
ALDEEYLKVD

230
SKMSSSEEES

280
LKSEFVILRD

330
LDPIREKENT

380
RVGKIITVEK

430
VVLCNLKPQK

480
GYEKGQPDEE

SLKGGNIS

FIG. 1

55

40
LKERELKIYW

90
DNMKAPWELL

140
LDVYRLSSVV

190
AQFGGIDQRK

240
KIDLLDRKED

290
EKWGGNKTYT

340
PALKKLASAA

390
HPDADSLYVE

440
MRGVESQGML

490
LKPKKKVFEK

(SEQ ID NO:1)

50
GTATTGKPHV

100
ELRVSYYENV

150
TQHDSKKAGA

200
IFTFAEKYLP

250
VKKKLKKAFC

300
AYVDLEKDFA

350
YPDPSKQKPM

400
KIDVGEAEPR

450
LCASIEGINR

500
LOADFKISEE
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MGDAPSPEEK

60
AYFVPMSKIA

110
IKAMLESIGV

160
EVVKQVEHPL

210
ALGYSKRVHL

260
EPGNVENNGV

310
AEVVHPGDLK

360
AKGPAKNSEP

410
TVVSGLVQFV

460
QVEPLDPPAG

510
CIAQWKQTNF
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20
LHLITRNLQE

70
DFLKAGCEVT

120
PLEKLKFIKG

170
LSGLLYPGLO

220
MNPMVPGLTG

270
LSFIKHVLFP

320
NSVEVALNKL

370
EEVIPSRLDI

420

30
VLGEEKLKET

80
ILFADLHAYL

130
TDYQLSKEYT

180
ALDEEYLKVD

230
SKMSSSEEES

280
LKSEFVILRD

330
LDPTREKFNT

380
RVGKIITVEK

430

40
LKERELKIYW

90
DNMKAPWELL

140
LDVYRLSSVV

190
AQFGGIDQRK

240
KIDLLDRKED

290
EKWGGNKTYT

340
PALKKLASAA

390
HPDADSLYVE

440

50
GTATTGKPHV

100
ELRVSYYENV

150
TQHDSKKAGA

200
IFTFAEKYLP

250
VKKKLKKAFC

300
AYVDLEKDFA

N 350
PDPSKQKPM

400
KIDVGEAEPR

450

PKEELQDRLV VVLCNLKPQK MRGVESQGML LCASTIEGINR

470

480

490

500

SAPGEHVFVK GYEKGQPDEE LKPKKKVFEK LQADFKISEE

520
MTKLGSISCK

SLKGGNIS

FIG. 2
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MGDAPSPEEK

60
AYFVPMSKIA

110
TKAMLESIGV

160
EVVKQVEHPL

210
ALGYSKRVHL

260
EPGNVENNGV

310
AEVVHPGDLK

360
AKGPAKNSEP

ES 2622 444 T3

20
LHLITRNLQE

70
DFLKAGCEVT

120
PLEKLKFIKG

170
LSGLLYPGLQ

220
MNPMVPGLTG

270
LSFIKHVLEP

320
NSVEVALNKL

EEVI  (SEQ

30
VLGEEKLKETI

80
ILFADLEAYL

130
TDYQLSKEYT

180
ALDEEYLKVD

230
SKMSSSEEES

280
LKSEFVILRD

330
LDPIREKENT

ID NO:3)

FIG. 3
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40
LKERELKIYW

90
DNMKAPWELL

140
LDVYRLSSVV

190
AQFGGIDQRK

240
KIDLLDRKED

290
EKWGGNKTYT

340
PALKKLASAA

50
GTATTGKPHV

100
ELRVSYYENV

150
TQHDSKKAGA

200
IFTFAEKYLP

250
VKKKLKKAFC

300
AYVDLEKDFA

350
YPDPSKQKPM
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10
XXXXXXXXXK

60
KIDLLDRKED

110
EKWGGNKTYT

160
PALKKLASAA

210
HPDADSLYVE

260
MRGVESQGML

310
LKPKKKVFEK

(SEQ ID NO:

ES 2622 444 T3

20
IFTFAEKYLP

70
VKKKLKKAFC

120
AYVDLEKDFA

170
YPDPSKQKPM

220
KIDVGEAEPR

270
LCASTIEGINR

320
LOADFKISEE
6)

SP1
30
ALGYSKRVHL

80
EPGNVENNGV

130
AEVVHPGDLK

180
AKGPAKNSEP

230
TVVSGLVQEV

280
QVEPLDPPAG

330
CIAQWKQTNEF

FIG. 7
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40
MNPMVPGLTG

90
LSFIKHVLEP

140
NSVEVALNKL

190
EEVIPSRLDI

240
PKEELQDRLV

290
SAPGEHVFVK

340
MTKLGSISCK

50
SKMSSSEEES

100
LKSEFVILRD

150
LDPIREKENT

200
RVGKIITVEK

250
VVLCNLKPQK

300
GYEKGQPDEE

SLKGGNIS
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ADNCc que codifica SP1

1 ttcagaaagt ggtggaggga agacttcctt tttcccagag acagaaggtt atgcacccag

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
9201
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161l

tggcctggga
gtaccccaac
agagatcctt
gttgagagca
gaaagttagc
gaatccaaga
ctctccctgg
agctgaacca
ggacaggctg
ccaaggcatg
ggggaggcca
agctctgaga
tcgtacaagt
gagggctcaa
aaatcccagt
aaacacagat
ggtgatatgce
ccctaaatcc
tggaacccat
ccgccaggtt
gaagggctat
gaagttgcag
cttcatgacc
gccagcccag
gctccaccca
ttattcggtyg
gtctggctgce
cctaccttct
tatgccacag
agcagctgcg
aacaggaaac
accaagtggt
gggcctgccce
atcagctgceg
agagggtggg
caaataaaat

ccattgttct
caccaaaacc
ccacctctta
gagtatacca
tctagggggt
gttcaccagg
cagcacccag
cggactgtgg
gtagtggtgce
cttctgtgtyg
ggaagagtag
acacgtgcct
actgttaatg
accagtacat
tttgatgtct
tttggtatct
agggatgtag
catcagggcc
ccatagcctce
gaacctctgg
gaaaagggcc
gctgacttca
aagctgggct
catcttcccc
tcacccattt
cagaactcgg
agtgagagac
tcccttggcea
tcecttataat
cccctagcetg
tgtgggattt
tggcaacttt
cagggctcct
tgttgttagc
gtacttctcce

gtctgaac (SEQ ID NO:7)

gggctttttt
accctgagat
acacaagcat
tcagagccca
ctttccaggyg
ctgcttctct
atgcagacag
tgagcggcct
tgtgcaacct
cttctatgtyg
ggaatcagcc
cttccttgcet
aagcatttta
acccaagtct
ataaagtcct
tgacacacaa
caagataaga
cctgtgtaaa
actcttctct
accctccggce
aaccagatga
aaatttctga
ccatttcctg
ccttcttcca
acccatctct
caaggggcag
caacccctaa
gctggagaaa
tggaaaaata
ggatctggta
gaaaaggaaa
cccaatgtct
ggaatttccc
atcaggcaga
ataaggcatc

FIG. §
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tcececttegac
caatgctggt
ctaggtccac
ttctcectgtce
gcctctgtaa
aatggacgat
cctgtatgta
ggtacagttc
gaaaccccag
agtgaggact
catatgatgt
gatgccaaaa
cctacagtta
tactactagt
cgctacgtta
ttttggtata
ggacctcctg
ggcccggatt
tgtcctgtgt
aggctctgct
ggagctcaag
ggagtgcatc
taaatcgctg
ccactgagtc
caggacacgg
cttaccctcc
caagggctgg
tctggtttca
ctggtgccca
cctggactag
gggaagggaa
gcttactctg
ttgatccagce
atgaatggca
tcagtcaaat

atggatttgc
gctcctgcecat
tttactcaaa
tgctgtctgg
ggactggatg
gatcctcttce
gagaagattg
gtgcccaagg
aagatgagag
tggagtgggg
ccttccacac
gttgatgcat
attttgttaa
aaggagtgga
ttttatactt
gcctgggtta
gggctctggt
gctttggect
cttcccagag
cctggtgagce
cccaagagga
gcacagtgga
aaagggggga
atctgctgtc
aagcagcggg
ccagaaccca
gccacagcag
atataactca
ggttttcttg
gctaattaca
aacagagaac
aggcttggca
taggctggga
gagagtgatt
ccccatcact

ttctcactgt
cagatggctt
tctggcctca
gacgtggaaa
ctcecttteceg
ctcctgacgt
acgtggggga
aggaactgca
gagtcgagtc
cacaggacct
accaggtgga
gaaggactta
aatagaaatg
gcagggattc
cctcececectag
atgtaaccct
actgaggatg
ccacagtcac
aagggataaa
acgtgtttgt
aagtcttcga
agcaaaccaa
acattagcta
tcttcagtct
tttggactct
ggatcatcct
ggagtccagc
tttaaaaatt
gagttatcca
gcttctcecec
ctagtggtct
ctgggggccea
cactccctaa
ctgtcttcat
gtcataaatt



10
MGDAPSPEEK

60
AYEFVPMSKIA

110
IKAMLESIGV

160
EVVKQVEHPL

210
ALGYSKRVHL

200
EPGNVENNGV

310
AEVVHPGDLK

360
AKGXXXXXXX

ES 2622 444 T3

20
LHLITRNLQE

70
DFLKAGCEVT

120
PLEKLKFIKG

170
LSGLLYPGLQ

220
MNPMVPGLTG

270
LSFIKHVLFP

320
NSVEVALNKL

370
XXXXXXXXXX

SP2

30
VLGEEKLKET

80
ILFADLHAYL

130
TDYQLSKEYT

180
ALDEEYLKVD

230
SKMSSSEEES

280
LKSEFVILRD

330
LDPIREKENT

380
XXXXXXXXXX

FIG. 9

64

40
LKERELKIYW

90
DNMKAPWELL

140
LDVYRLSSVV

190
AQFGGIDQRK

240
KIDLLDRKED

290
EKWGGNKTYT

340
PALKKLASAA

50
GTATTGKPHV

100
ELRVSYYENV

150
TQHDSKKAGA

200
IFTFAEKYLP

250
VKKKLKKAEC

300
AYVDLEKDFA

350
YPDPSKQKPM

XXXXXXXX (SEQ ID NO:8)
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10
MNPMVPGLTG

60
LSFIKHVLFEP

110
NSVEVALNKL

160
EEVIPSRLDI

210
PKEELQDRLV

260
SAPGEHVFEVK

310
MTKLGSISCK

ES 2622 444 T3

20
SKMSSSEEES

70
LKSEFVILRD

120
LDPIREKENT

170
RVGKIITVEK

220
VVLCNLKPQK

270
GYEKGQPDEE

SP3

30
KIDLLDRKED

80
EKWGGNKTYT

130
PALKKLASAA

180
HPDADSLYVE

230
MRGVESQGML

280
LKPKKKVFEK

40 50
VKKKLKKAFC EPGNVENNGV

90 100
AYVDLEKDFA AEVVHPGDLK

140 150
YPDPSKQKPM AKGPAKNSEP

190 200
KIDVGEAEPR TVVSGLVQEV

240 250
LCASTEGINR QVEPLDPPAG

290 300
LQADFKISEE CIAQWKQTNF

SLKGGNIS (SEQ ID NO:10)

FIG. 11
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Sp4

11 21 31 41 51
AKGPAKNSEP EEVIPSRLDI RVGKIITVEK HPDADSLYVE KIDVGEAEPR

61 71 81 91 101
TVVSGLVQFV PKEELQDRLV VVLCNLKPQK MRGVESQGML LCASTIEGINR

111 121 131 141 151
QVEPLDPPAG SAPGEHVFEVK GYEKGQPDEE LKPKKKVFEK LOADFKISEE

16l 171
CIAQWKQTNE MTKLGSISCK SLKGGNIS (SEQ ID NO:12)

FIG. 13
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10 20
XXXXXXXXPM AKGPAKNSEP

60 70
KIDVGEAEPR TVVSGLVQEV

110 120
LCASIEGINR QVEPLDPPAG

160 170
LOADFKISEE CIAQWKQTNE

ES 2622 444 T3

SP5

30 40

50

EEVIPSRLDI RVGKIITVEK HPDADSLYVE

80 90

100

PRKEELQDRLV VVLCNLKPQK MRGVESQGML

130 140
SAPGEHVFVK GYEKGQPDEE

180
MTKLGSISCK SLKGGNIS

FIG. 15

70

150
LKPKKKVFEK

(SEQ ID NO:14)



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221

gccagacaca
cacttgagcc
aaaaattagc
gagaggatca
actccagcect
tagattagac
ttgggcagag
tgtgcatggg
ttgatagctt
ttttttctaa
ttaagcaatc
acctggccaa
caaagctact
tcaggtatgt
ttagactctg
tcagcagctg
gccaatggcc
ggatatccgt
tgtagagaag
gttcgtgcece
ccagaagatg
aaaccgccag
tgtgaagggc
cgagaagttg
caacttcatg
ctagccagcce
tctgctcecat
tctttatteg
cctgtctggce
agccctacct
atttatgcca
ccaagcagcet
cccaacagga
tctaccaagt
ccagggcectg
taaatcagct
catagagggt
attcaaataa

ES 2622 444 T3

gtggctcaca
caaaagttag
caggcatagt
cctgagcatg
gggcaacaga
ctattatacc
cctgcagagce
cctggetett
tgtgcgacce
aagagacaga
ctccegtete
gactcagtaa
actgctccct
catgtctgaa
gggattctac
acctgccaca
aaaggccctg
gtggggaaaa
attgacgtgg
aaggaggaac
agaggagtcg
gttgaacctc
tatgaaaagg
caggctgact
accaagctgg
cagcatcttc
ccatcaccca
gtgcagaact
tgcagtgaga
tcttcecttg
cagtccttat
gcgececectag
aactgtggga
ggttggcaac
cccecagggcet
gcgtgttgtt
ggggtacttc
aatgtctgaa

ADNCc que codifica SP5

cctgtaatct
agaccaaaac
agcacatgcc
gggaagttga
gtgagactct
caaccggtat
ttagagaagc
agttggccat
ttccagaaaa
gtctggcectcet
agcctcceccaa
attctatgtg
cccecgetagt
aggttgccaa
actaaatctt
gggaagaatt
ccaagaattc
tcatcactgt
gggaagctga
tgcaggacag
agtcccaagg
tggaccctcce
gccaaccaga
tcaaaatttc
gctccatttce
cceceettett
tttacccatc
€ggcaagggg
gaccaacccce
gcagctggag
aattggaaaa
ctgggatctyg
tttgaaaaqgg
tttcccaatg
cctggaattt
agcatcaggc
tccataaggce
caagggaaaa

taacactttg
ccagtctcta
tgtagtccca
gactgcagtg
atgtctcaaa
atagggtatc
ttatctttag
ccacttgtgce
aaactcagta
gttgcccagce
agtgctagaa
gaatgcatga
ctaataattg
cccagtatta
acctaatctc
ctacctcatg
agaaccagag
ggagaagcac
accacggact
gctggtagtg
catgcttctyg
ggcaggctct
tgaggagctc
tgaggagtgce
ctgtaaatcg
ccaccactga
tctcaggaca
cagcttaccce
taacaagggc
aaatctggtt
atactggtgc
gtacctggac
aaagggaagg
tctgcttact
cccttgatcece
agaatgaatg
atctcagtca
aaaaaaaaaa

FIG. 16
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gaaggctgag
cccaaaaaaa
gctacttggg
agccatgatc
aaaagaaaaa
gatagtttct
attctcccag
gtaatgctaa
actcagtaaa
ctggtcttga
ttacaggtgt
atggaaatac
agggagagaa
aagaagttac
agtgtcttaa
gggttcttct
gaggtcatcc
ccagatgcag
gtggtgagcg
gtgctgtgca
tgtgcttcta
gctecctggtg
aagcccaaga
atcgcacagt
ctgaaagggg
gtcatctgct
cggaagcagc
tcceccagaac
tgggccacag
tcaatataac
ccaggtttte
taggctaatt
gaaaacagag
ctgaggcttyg
agctaggctg
gcagagagtg
aatccccatce
aa

gcaggcggat
aaaaaaaaaa
aggctgaggt
gcaccactgce
tgatagaaat
tacacagctg
tttccttcta
gatattggca
attttttttt
agtcctgggce
gagctaccac
ctaaaggagg
cagatgaaaa
aactcagtgt
cgtggtggga
cattcccaga
catccecggcet
acagcctgta
gcctggtaca
acctgaaacc
tagaagggat
agcacgtgtt
agaaagtctt
ggaagcaaac
ggaacattag
gtctcttcag
gggtttggac
ccaggatcat
cagggagtcc
tcatttaaaa
ttggagttat
acagcttcecte
aacctagtgg
gcactggggy
ggacactccc
attctgtctt
actgtcataa

(SEQ ID NO:15)



ES 2 622 444 T3

LI DI

ad 2977 PzzZzzZzA - -
qd 656 op ugisuajxe
ad 6/)7 Z0-- -
qd p4g} 9p ugIsuelxe
ad 9¢/} ZZHH - ——
qd /94 013

ad ¢yl -0

ad /¢ p A H OO

JU | 8p 098Ny

(]

]

-

0J
L]

J

e

Ju Z op 0%any

]
]

¢ ¢ Lol 6 8 L

[
LJ

9

S v ¢ ¢

(G1:ON Q1 D3S) GdS

(C1:ON QI D3S) ‘¥dS

(11:0N QI 03S) :£dS
(6°0N QI D3S) :7dS

(L:ON @ d3S) :1dS

O —— o (v:0N 0| D3S) LM

D> 1/ 1259506586 1€ 10551193 b

RN ZENIERIY |

BSBIaJUIS INYV-|1S041} ap 021udb a)snAy

72



ES 2622 444 T3

Ee gg|

Ee6LL

EEQLE

(oysosap) ee gge

ee gye
ISON
[P 4¥0 °p UQIdIPald

soo%any uis
‘0] uoxa |ap sejue

01-6 uonul ap ugisusixa ap qd 656
6-1 SUOXa sopIIWQO

sooany uis

‘6 UOX® |ap sajue

6-8 uonul ap ugisuaxa ap qd Lz
‘8- SeuUOxa sopiIwO

sooany uis

‘-1 SeUOXa sopiIwO

0l uoxa

|2 U2 ju | 8p ooany ‘L@ SeUOXa SO|
ap aped A £1°9Z| SaUOXa SO| sopRIWO

G UOX2 U2 JU Z ap 023Ny
‘| ugxa |ap aped epIWO

BI10UDJ3)3] 9P WNYY 2P e1oualdyig

§1 DI

oplwuajal
uonul sjuasede uoo (08L£8Y ‘IOVINII UOI2 ONAY)
0JnoJise} 8p WNYY "BUBWINY BSEIRJUIS INYY-[ISOJI |

(01ga1280) 0s0||EO 0dIand ap esejsjuls

INYV-I1soug e Jejiwis Anw ‘,99910200049

uojd ‘sl /ZSiM14 susides owoH ap ONQY
opezi|euuolu-gz ejuaseld ap ‘109

ap £13A89010SD uopp eje|dwod pnybuol ap o¥NQd

eja|dwos

SPO 'BuBwINY Eseajuls INY YIS0 8p WNYY

oj|es 8p ojjlue

Ua SE|N[@2 ap BWOUIDIED "BWN 9E#68NSH BuBWwNY
eSERUIS INYY-|Isou e Jejius Anw ‘L6G€0.L WM
uop ‘siy 28gzzr14 'suaides owoH ap oONQY

uoldejoUY

¢yese0d

C8LLCINAY

02€82¢9d0

¥1.L0¥NSH

GE99COAY

190N

(51 :ON al ©3s)
GdS

(¢l :ON al ©3s)
¥dS
(11 ‘ON @l ©3s)
€dS

(6 :ON @l ©3Ss)
¢ds

(2 'ON al ©39)
LdS

ajueuep

73



ES 2 622 444 T3

6/ DI

eJajua pnjibuol ap SYA opndadijod [2 uod pnyijiwis elysanw ou anb elouanNdas

(14) esayua pnyibuo| ap (1 M) afeares odiy ap SYA opidadijod [op €| e BO)UDPI BIoUBNDSS

|

88! g |
%
571 i
8
. BB TGE ] _
7
81¢ T _ 5T
7
[Tl | |
975 6Ge 6¥S Hz 06l
068

SHA op a)snAe ap sajuelieA ap seulajold ap ojusIWEaUIlY

[ epekes eiieg

[] epigs eueg

(¥1:ON Q1 D3S) SdS

Suozo_sm
(01:0N @ D3S

-N

PD

) 7dS
) £dS
(8:0N QI D3S) 7dS
)

(9:0N @ 03S) 1dS
(1'ON QI D3S) LM

74



ES 2 622 444 T3

0c DI

VIVEA SHA-UIN OdL oIndlysp
0l 1’0 0001 0l 1’0 06

[63/6M] 0001

00'0

00‘001

00'002

00°'00€

Xy 1s0d
Xy °id 1IN

00'00%

00'00S

00'009

sejel Ud ese}ajuls INYV-1so.1} sopindadijod ap eanjaAodoquiol) pepianloy

[I1/u] serenbeld ap sojusnoay

75



ES 2 622 444 T3

[C OI4d

ndoi ndy
VIVEA SHA-IUIN Jo1uo)

- 008

- 0001
||||g.¢omr

0002

006¢
- 000¢

006¢

9/0IN sojse|qoliesebhaw esed sajualesjeoiwinb
uos ese}ajuls INYV-|Iso41} sopndadijod soT

[elouaosalony)y ap seAne|al sapepiun] uoloeibip

76



ES 2622 444 T3

)k

INuUg Nug INUg
VIVEA SHA-IUIN gL [ouoH

00%

00S

009

|elj@jopud edesouow
e Je|n|9d uoisaype e| uejuawoy esejajuls INYV-I1soli} sopndadijod soT

[elouaosalon)) ap seAlejal sepepiun] uoisaypy

77



ES 2 622 444 T3

£C DIA

esejajuls INYV-Iiso sopidadijod

INUQE Nd| Sgd

L-NVOA
eunos|es-1 N

20
0
90

80

sojel|@jopua sedesouow ud L-NVIA
9p uoisaidxa e|] uenwi}sd ese}ajuls INYV-|1sod1} sopndadijod so

[erouequosqy] L-INVYOA

78



ES 2 622 444 T3

v DI

VLIVEA

SHA-IUIN I 8-l UL UL
AU 00L Ol Il 1'0 100 1000 1osu0d Q) | L'0 SHA-UIN 8-l [0u0D

0
—+ 00t
002
- 008
0ot

00S

— 0T

— or

09

08

009

0oL

- 004 |
— A

¢-dOXIJ/OHD ¢-dIXI/€62

Z-¥OXH 103dddsal |9 uod OHI A £6Z sen|92 ap seaul|
9p uoldeibiw | ueNWI}Sd ese}ajuIs INYV-|Iso.1} sopiydadijod so

[ elOUBDSBION|) B SBANR|SI SapepIun] UoIeIBIA

79



ES 2 622 444 T3

¢ DI
suA-uy

SUA 01)U0D
0L L 10 1001000

(WUl 0001 001

00C

00%

009

£ 008

- 0001

[elouaosalonyy ep sapepiun] uoloelbin

SO|1J0Jinau ap uQIorIBI

(NINd) s@1eajonuopiowijod
Se|N|92 8p uoloeIBiW B| UBINWI}SD ESEIBIUIS INYV-[1S041) sopndadijod so]

80



ES 2622 444 T3

V9c DIA

uodwe] Jepue)s]

NN

|02 ap oo
SYNVYdINTL

se|uo

%

sojiooLiesebfaw ap seuojiuaboud sejnj9o uejoaje eseldjuls INYV-|isoa1} sopniydadijod so

81



Los polipéptidos tirosil-ARNt sintetasa afectan células progenitoras de megacariocitos
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