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DESCRIPCION

Descubrimiento innovador de composiciones terapéuticas, diagnosticas y de anticuerpos relacionadas con
fragmentos de proteina de treonil ARNt sintetasas

Campo técnico

La presente divulgacion se refiere en general a composiciones que comprenden fragmentos de proteina
recientemente identificados de aminoacil-ARNt sintetasas y otras proteinas, a polinucleétidos que los codifican y a
complementos de los mismos, a agentes relacionados y a métodos de uso de los mismos en aplicaciones
diagndsticas, de descubrimiento de farmacos, de investigacion y terapéuticas.

Antecedentes

Durante mas de cuatro décadas, se consider6 que las aminoacil-ARNt sintetasas (AARS) eran proteinas
constitutivas esenciales que catalizan la aminoacilacién de moléculas de ARNt como parte de la descodificacion de
la informacion genética durante el proceso de traduccion de proteinas. Las AARS se han estudiado exhaustivamente
a este respecto y muchas de sus secuencias de longitud completa se clonaron para analizar la secuencia y para
proporcionar una fuente rica de experimentacién bioquimica. Sin embargo, algunos fragmentos de AARS y otras
proteinas poseen actividades inesperadas no asociadas con la aminoacilacion, incluyendo actividades de
sefializacion extracelular que modulan vias aparte de la traduccion de proteinas. En general, estas actividades
inesperadas no se observan en el contexto de las secuencias de proteina de longitud completa o parentales; en su
lugar, se observan después de la eliminacion o corte de fragmentos de proteina de AARS de sus secuencias
parentales o mediante la expresion y purificacion suficiente de fragmentos de secuencias de AARS y después
practicando pruebas para nuevas actividades no relacionadas con sintetasas.

Aungue se conocen desde hace algin tiempo secuencias de AARS de longitud completa, no se ha llevado a cabo
un andlisis experimental sistematico para dilucidar dichos fragmentos de proteina AARS o fragmentos de proteina de
proteinas relacionadas o asociadas o para evaluar el papel potencial de las proteinas AARS de longitud completa
respecto de nuevas actividades biolégicas mas alld del contexto de la sintesis de aminoacidos. En partes de la
presente memoria descriptiva, dichos fragmentos de proteina AARS, dominios de AAR o variantes de corte y
empalme alternativo de AARS se citan en el presente documento como "resectinas". En su contexto mas amplio, el
término "resectina" se refiere a una porcion de una proteina que se ha cortado o restringido (ya sea mediante
protedlisis, corte y empalme alternativo, mutagénesis o ingenieria genética recombinante) del contexto de su
secuencia de proteina nativa de longitud completa o parental, que de lo contrario normalmente enmascara sus
nuevas actividades bioldgicas. Del mismo modo, no se ha llevado a cabo un andlisis experimental sistematico para
explorar el uso de dichas resectinas como agentes bioterapéuticos, agentes diagnosticos o dianas farmacoldgicas en
el tratamiento de diversas afecciones médicas o su asociacion potencial con enfermedades humanas. Como genes
constitutivos esenciales de funcion conocida en mamiferos que es crucial para la vida, las AARS ni se tomaron en
consideracion como dianas farmacolégicas en mamiferos, ni se analizaron mediante secuenciacion gendmica,
bioinformatica o esfuerzos similares convencionales para identificar resectinas que tengan actividades no sintetasa.
De manera similar, los esfuerzos de investigacion bioquimica convencionales se han apartado de la caracterizacion
de las propiedades bioldgicas de las resectinas de AARS y su potencial relevancia terapéutica y diagnéstica, debido
principalmente al papel previamente asumido de sus AARS parentales de longitud completa correspondientes.

La técnica anterior incluye la BASE DE DATOS UniProt [en linea], a 1 de agosto de 1992 (01-08-1992), "RecName:
Completo=Treonina-ARNt ligasa, citoplasmatica; EC=6.1.1.3; AltName: Completo=Treonil-ARNt sintetasa;
Abreviado=ThrRS;", n.° de referencia EBI UNIPROT:P26639; n.° de referencia de la base de datos P26639, que
divulga la treonil-ARNt sintetasa humana.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra la estructura de dominios de la treonil aminoacil ARNt sintetasa dispuesta con las posiciones
y tamafios relativos de los polipéptidos de AARS N-terminales identificados mostrados de manera esquematica.
La figura 1A muestra fragmentos identificados mediante andlisis de espectrometria de masas y la figura 1B
muestra fragmentos identificados mediante secuenciacion profunda de los transcriptomas.

La figura 2 muestra la estructura de dominios de la treonil aminoacil ARNt sintetasa dispuesta con las posiciones
y tamanios relativos de los polipéptidos de AARS C-terminales mostrados de manera esquematica. La figura 2A
muestra fragmentos identificados mediante analisis de espectrometria de masas, la figura 2B muestra
fragmentos identificados mediante secuenciaciéon profunda de los transcriptomas.

La figura 3 muestra la estructura de dominios de la treonil aminoacil ARNt sintetasa dispuesta con las posiciones
y tamafios relativos de los polipéptidos de AARS internos identificados mediante andlisis de espectrometria de
masas mostrados de manera esquematica.
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Breve sumario de la invencién

La invencioén a la que se refiere la presente memoria descriptiva se expone en las reivindicaciones adjuntas a esta
descripcion.

Las realizaciones de la presente divulgacion se refieren en general al descubrimiento de fragmentos de proteina de
aminoacil-ARNt sintetasas (AARS), que poseen actividades bioldgicas no canodnicas, tales como actividades de
sefializacidn extracelular y/u otras caracteristicas de relevancia terapéutica y diagnéstica. Las AARS son elementos
universales y esenciales de la maquinaria de sintesis de proteinas hallados en todos los organismos, pero las AARS
humanas y sus proteinas asociadas tienen variantes cortadas de origen natural, con potentes actividades de
sefializacion celular que contribuyen al funcionamiento normal de los seres humanos. Las actividades de estos
fragmentos de proteinas son distintas de las actividades de sintesis de proteinas cominmente conocidas de las
AARS vy la presente invencion incluye el descubrimiento y desarrollo de estas proteinas cortadas como nuevos
agentes bioterapéuticos, nuevos reactivos de investigacion y descubrimiento y como nuevos antigenos/dianas para
agentes bioldgicos y diagndsticos dirigidos que pueden usarse para tratar o diagnosticar potencialmente una gran
variedad de enfermedades humanas, tales como enfermedades o trastornos inflamatorios, hematolégicos,
neurodegenerativos, autoinmunitarios, hematopoyéticos, cardiovasculares y metabdlicos.

Los fragmentos de proteina AARS de la presente invencion pueden denominarse, por lo tanto, "resectinas" o como
alternativa, "apendacrinas". Como se ha indicado anteriormente, el término "resectina" se deriva del proceso de
cortar o reseccionar un fragmento de proteina AARS dado del contexto de su secuencia de AARS parental de
longitud completa, que normalmente enmascara sus actividades no candnicas. En determinados casos, los
fragmentos y polinucleétidos de proteina AARS de la presente invencion se identificaron mediante la aparicion de
este proceso de reseccion, ya sea de origen natural (por ejemplo, proteolitico, variante de corte y empalme),
inducido artificialmente o predicho. El término "apendacrino” se deriva de una combinaciéon de "adjuntar” (del latin
appender) y de "separar" o "discernir" (del griego crines) y también refleja la separacion de uno o mas de los
dominios adjuntos de los fragmentos de proteina AARS de sus secuencias de AARS de longitud completa o parental
correspondientes.

Aungue se ha demostrado previamente que unos pocos fragmentos de AARS tienen actividades no de sintetasa, la
expresion, aislamiento, purificacién y caracterizacion de dichos fragmentos respecto de su utilidad bioterapéutica, de
descubrimiento o diagnostica es limitada y los expertos en la materia no habrian apreciado facilmente que dichas
actividades se asocien con cada miembro de la familia completa de AARS o con fragmentos alternativos. En el
presente documento, se utilizé una estrategia metodica para descubrir y verificar fragmentos de proteina AARS para
las 20 AARS mitocondriales y las 20 citosélicas (y las proteinas asociadas) respecto de su utilidad para
descubrimiento bioterapéutico y diagnoéstica. Por ejemplo, algunos de los presentes fragmentos de proteina AARS y
los polinucledtidos que los codifican se identifican a partir de muestras biolégicas usando espectrometria de masas
(EM), principalmente para identificar fragmentos proteoliticos y otros se identificaron mediante técnicas de
secuenciacion profunda, principalmente para identificar variantes de corte y empalme. Otros fragmentos de proteina
AARS se identifican usando predicciones in silico de secuencias de aminoacidos, tal como mediante la comparacion
computarizada de sintetasas de seres humanos y organismos inferiores junto con demarcaciones clave (por ejemplo,
sitios de proteasa); esta estrategia utilizé andlisis de secuencia de la AARS de longitud completa basandose en
criterios especificos para discernir fragmentos proteoliticos y dominios funcionales que poseen actividades biol6gicas
no canonicas.

Son inesperadas nuevas resectinas de las AARS y también es inesperada su expresion diferencial. normalmente, se
observan resecciones especificas con diferentes tratamientos (por ejemplo, de células cultivadas en medio con o sin
suero), en diferentes estadios de crecimiento (por ejemplo, cerebro adulto frente a cerebro fetal) y para diferentes
tipos de tejido (por ejemplo, pancreas frente a higado). El patréon de expresidon no es el mismo para todas las
aminoacil ARNt sintetasas a pesar del hecho de son necesarias las funciones canodnicas de todas las aminoacil
ARNLt sintetasas en las mismas ubicaciones celulares y en cantidades relativamente proporcionales. No seria de
esperar que aumentasen los niveles de actividad de una aminoacil ARNt sintetasa sin un aumento de las cantidades
de otras actividades de aminoacil ARNt sintetasa al mismo tiempo. Los datos de espectrometria de masa y de
secuenciacion profunda indican que las resectinas de aminoacil ARNt sintetasa tienen diversos niveles y se
producen en diferentes sitios y en diferentes estadios.

Ademas, los fragmentos de proteina ARS pueden expresarse y purificarse hasta una pureza lo suficientemente alta
para discernir sus propiedades biolégicas. Anteriormente, los fragmentos normalmente no tenian una pureza,
plegamiento y estabilidad suficientes para permitir la caracterizacion biolégica adecuada de las actividades no
sintetasa. Por ejemplo, los ensayos basados en células se usan conjuntamente con resectinas suficientemente
puras, estables y plegadas para revelar sus importantes actividades bioterapéuticas, de descubrimiento o
diagndsticas.

En particular, las realizaciones de la presente divulgacion se refieren a fragmentos de proteinas de treonil ARNt
sintetasas, agentes relacionados y composiciones con utilidad bioterapéutica, de descubrimiento o diagndstica y a
métodos de uso de los mismos. Las composiciones de la presente invencion son (tiles en diversas aplicaciones
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diagnosticas, de descubrimiento de farmacos y terapéuticas, tal como se describen en el presente documento.
Preferentemente, las proteinas y fragmentos de AARS se purifican y almacenan en un estado adecuado hasta el
grado necesario para dichos usos bioterapéuticos, de descubrimiento o diagndsticos.

Determinadas realizaciones incluyen composiciones, que comprenden un fragmento de proteina aminoacil-ARNt
sintetasa (AARS) aislado de al menos aproximadamente 100, 90, 80, 70, 60, 50 o 40 aminoacidos que comprende
una secuencia de aminoacidos tal como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 y tiene una
solubilidad de al menos 5 mg/ml y en donde la composicidn tiene una pureza de al menos aproximadamente el 95 %
basandose en la proteina y menos de aproximadamente 10 UE/mg de proteinas endotoxinas. En un aspecto, la
composicion es una composicion terapéutica. En realizaciones especificas, la composicién es sustancialmente
asérica. En algunas realizaciones, el fragmento de proteina AARS comprende una actividad no candnica. En
algunas realizaciones, la actividad biolégica no canonica se selecciona entre modulaciéon de la sefializacion
extracelular, modulacién de la proliferacién celular, modulacién de la diferenciacién celular, modulaciéon de la
transcripcion génica, modulacion de la produccién o actividad de citocinas, modulacién de la actividad de citocinas
receptoras y modulacién de la inflamacion. En algunas realizaciones, el fragmento de proteina AARS tiene una CEsp
de menos de aproximadamente 1 nM, aproximadamente 5 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente 50 nM,
aproximadamente 100 nM o aproximadamente 200 nM para una actividad biolégica no canénica basada en células.

En determinadas realizaciones, el fragmento de proteina AARS se fusiona a un polipéptido heterélogo. En algunas
realizaciones, la proteina de fusion de AARS retiene sustancialmente una actividad no candnica del fragmento de
proteina AARS. En algunas realizaciones, la proteina de fusién de AARS suprime una actividad no candnica del
fragmento de proteina AARS. En algunas realizaciones, el polipéptido heterélogo se une al extremo N-terminal del
fragmento de proteina AARS. En algunas realizaciones, el polipéptido heterélogo se une al C-terminal del fragmento
de proteina AARS. En un aspecto de cualquiera de estas realizaciones, el polipéptido heterélogo se selecciona entre
el grupo que consiste en marcadores de purificacion, marcadores epitépicos, secuencias de direccionamiento,
péptidos de sefial, secuencias de translocacion de membrana y modificadores PK.

En determinadas realizaciones, la composicién comprende un fragmento de proteina AARS a una concentracion de
al menos aproximadamente 10 mg/ml. En determinadas realizaciones, la composicion comprende un fragmento de
proteina AARS que estd al menos un 90 % monodisperso. En determinadas realizaciones, la composicion
comprende menos de aproximadamente un 3 % de proteinas agregadas de alto peso molecular. En determinadas
realizaciones, la composicion muestra una agregacion menor del 3 % cuando se almacena a una concentracion de
al menos 10 mg/ml en PBS durante una semana a 4 C. En determinadas realizaciones, la composicidon muestra una
agregaciéon menor del 3 % cuando se almacena a una concentracion de al menos 10 mg/ml en PBS durante una
semana a temperatura ambiente.

En el presente documento se describen diversos ensayos para medir dichas caracteristicas de las resectinas y
pueden usarse para definir aspectos de la invencidon. En determinados aspectos, estas caracteristicas seran
preferibles para la utilidad bioterapéutica de los fragmentos de proteina AARS descritos en el presente documento.

Determinadas realizaciones incluyen composiciones, que comprenden un fragmento de proteina aminoacil-ARNt
sintetasa (AARS) de al menos 100 aminoacidos que difiere de una secuencia de aminoacidos expuesta en las tablas
1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 por la sustitucién, eliminacion y/o adicién de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 aminoacidos, en donde el fragmento de proteina alterado retiene
sustancialmente una actividad no candnica de la proteina no alterada o tiene un fenotipo negativo dominante en
relacién con la actividad no candnica, en donde el fragmento de proteina tiene una solubilidad de al menos
aproximadamente 5 mg/ml y en donde la composicion tiene una pureza de al menos aproximadamente el 95 %
basandose en la proteina y menos de aproximadamente 10 UE/mg de proteina endotoxina. En realizaciones
especificas, la composicion es sustancialmente asérica.

Otras realizaciones incluyen composiciones, que comprenden un anticuerpo aislado que se une especificamente a
un fragmento aislado de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) tal como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las
tablas 7-9, en donde la afinidad del anticuerpo por el fragmento de proteina AARS es aproximadamente 10X mas
fuerte que su afinidad por un polipéptido AARS correspondiente de longitud completa. Uno de los aspectos
sorprendentes de la presente invencion incluye determinadas resectinas que poseen "nuevas" superficies accesibles
a los anticuerpos u otros agentes biolégicos dirigidos, mientras que la AARS de longitud completa "esconde" o cubre
estas superficies con otras secuencias o dominios adyacentes. El proceso de reseccion también puede crear una
mayor accesibilidad al agua para revelar actividades biologicas no identificadas previamente. Algunas realizaciones
incluyen composiciones, que comprenden un anticuerpo aislado que se une especificamente a un fragmento aislado
de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) tal como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9, en donde
el anticuerpo tiene una afinidad de la menos aproximadamente 10 nM por el fragmento de proteina AARS y una
afinidad de al menos aproximadamente 100 nM por un polipéptido AARS de longitud completa correspondiente. En
algunas realizaciones, el anticuerpo se une a un epitopo ubicado dentro de una unioén de corte y empalme Unica del
polipéptido de AARS tal como se expone en cualquiera de las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o0 a una
secuencia de aminoacidos C-terminal de este sitio de corte y empalme: En determinadas realizaciones, el anticuerpo
antagoniza la actividad no canonica del fragmento de proteina AARS. Dichos antagonistas pueden unirse
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opcionalmente a | AARS parental o de longitud completa correspondiente.

Otros aspectos se refieren a sistemas de bioensayo, que comprenden un fragmento de proteina aminoacil-ARNt
sintetasa (AARS) sustancialmente puro de al menos 100 aminoacidos que comprende una secuencia de
aminoacidos tal como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 y un compafiero de unién que se
une al fragmento de proteina AARS. En un aspecto, el compafiero de union se selecciona entre el grupo que
consiste en una proteina receptora de la superficie celular, acido nucleico, membrana lipidica, proteina reguladora
celular, enzima y factor de transcripcién. Opcionalmente, dicho receptor puede formar parte de una célula,
preferentemente una célula relevante para la biologia revelada dela resectina.

Determinadas realizaciones incluyen composiciones celulares, que comprenden un fragmento de proteina aminoacil-
ARNt sintetasa (AARS) aislado de al menos 100 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos tal
como se expone en las tablas 1-3 o las talas 4-6 o las tablas 7-9 y una poblacion de células modificadas por
ingenieria genética en la que al menos una célula comprende un polinucleétido que codifica dicho fragmento de
proteina AARS. En un aspecto, las células son capaces de crecer en un medio libre de suero.

También se incluyen sistemas de deteccion, que comprenden un fragmento de proteina aminoacil-ARNt sintetasa
(AARS) sustancialmente puro de al menos 50 0 100 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos tal
como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9, una célula que comprende un receptor de la
superficie celular o una porcién extracelular del mismo que se une al fragmento de proteina y una molécula de
menos de aproximadamente 2000 Dalton o un segundo polipéptido, que modula la unién o la interaccion entre el
fragmento de proteina AARS y el receptor extracelular.

Las realizaciones particulares incluyen sistemas diagndsticos, que comprenden un fragmento de proteina aminoacil-
ARNt sintetasa (AARS) sustancialmente puro de al menos 100 aminoacidos que comprende una secuencia de
aminoacidos tal como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 y una célula que comprende un
receptor de la superficie celular o una porcion extracelular del mismo que se une al fragmento de proteina AARS, en
donde el sistema o la célula comprende una molécula indicadora que permite la deteccion de un cambio en los
niveles o la actividad del receptor de la superficie celular o una porcién extracelular del mismo.

Determinadas realizaciones incluyen dispositivos para el crecimiento celular, que comprenden un fragmento de
proteina aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) aislado de la menos 100 aminoacidos que comprende una secuencia de
aminoacidos tal como se expone en las talas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9, una poblacion de células
modificadas por ingenieria genética en las que al menos una célula comprende un polinucleétido que codifica dicho
fragmento de proteina AARS, al menos aproximadamente 10 litros de medio libre de suero y un recipiente estéril. En
realizaciones especificas, las células utilizadas para cualquiera de los métodos o las composiciones descritas en el
presente documento pueden crecer en medio libre de suero, opcionalmente con un antibidtico y un inductor.

Algunas realizaciones se refieren a agentes antisentido o de interferencia de ARN (ARNi), que comprenden una
secuencia que se dirige contra una union de corte y empalme Unica de una variante de corte y empalme de AARS tal
como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9.

También se incluyen composiciones terapéuticas, que comprenden un fragmento de proteina aminoacil-ARNt
sintetasa (AARS) aislado de la menos 100 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se
expone en las talas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9, en donde el fragmento de proteina se une especificamente
a un compafiero de union y tiene una solubilidad de al menos aproximadamente 5 mg/ml y en donde la composicién
tiene una pureza de al menos aproximadamente el 95 % basandose en la proteina. En algunos aspectos, la
composicion puede tener menos de 10 UE de endotoxina/mg de proteina.

También se incluyen composiciones, que comprenden un fragmento de proteina aminoacil-ARNt sintetasa (AARS)
de al menos 100 aminoéacidos que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 0 100 % idéntico a una secuencia
de aminoacidos expuesta en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9, en donde el fragmento de proteina tiene
una solubilidad de al menos aproximadamente 5 mg/ml y en donde la composicion tiene una pureza de al menos
aproximadamente el 95 % basandose en la proteina y menos de aproximadamente 10 UE de endotoxina/mg de
proteina. En cualquiera de estas realizaciones, las composiciones pueden comprender un fragmento de proteina
AARS que esta al menos aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 60 %, aproximadamente un 70 %,
aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 90 % o aproximadamente un 95 % monodisperso con respecto a
su masa molecular aparente. En otro aspecto de estas realizaciones, las composiciones comprenden menos de
aproximadamente un 10 % (basandose en la proteina) de proteinas agregadas de alto peso molecular 0 menos de
aproximadamente un 5 % de proteinas agregadas de alto peso molecular 0 menos de aproximadamente un 4 % de
proteinas agregadas de alto peso molecular o menos de aproximadamente un 3 % de proteinas agregadas de alto
peso molecular o menos de aproximadamente un 2 % de proteinas agregadas de alto peso molecular o menos de
aproximadamente un 1 % de proteinas agregadas de alto peso molecular.

En otro aspecto de estas realizaciones, las composiciones muestran una agregacién menor de aproximadamente el
10 % cuando se almacenan a una concentracion de al menos 10 mg/ml en PBS durante una semana a 4 € o una
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agregacion de menos de aproximadamente el 5 % cuando se almacena a una concentracion de al menos 10 mg/mi
en PBS durante una semana a 4 C o una agregacion de m enos de aproximadamente el 3 % cuando se almacenan
a una concentracion de al menos 10 mg/ml en PBS durante una semana a 4 T o una agregacion menor de
aproximadamente el 2 % cuando se almacenan a una concentracion de al menos 10 mg/ml en PBS durante una
semana a 4 T o una agregacion menor de aproximadam ente el 1 % cuando se almacenan a una concentracion de
al menos 10 mg/ml en PBS durante una semana a 4 C.

Determinadas realizaciones incluyen composiciones, que comprenden un fragmento de proteina aminoacil-ARNt
sintetasa (AARS) sustancialmente puro de al menos 100 aminoacidos que comprende una secuencia de
aminoacidos tal como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 y al menos un resto unido
covalentemente o no covalentemente al mismo. En algunas realizaciones, el resto es un marcador detectable. En
algunas realizaciones, el resto es un polimero hidrosoluble. En algunas realizaciones, el resto es PEG. En un
aspecto de estas realizaciones, el resto esta unido al extremo N-terminal del fragmento de proteina. En un aspecto
de estas realizaciones, el resto esta unido al extremo C-terminal del fragmento de proteina.

Las realizaciones particulares incluyen composiciones, que comprenden un sustrato solido unido a un fragmento de
proteina aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) aislado de la menos 100 aminoacidos que comprende una secuencia de
aminoéacidos tal como se expone en las talas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o un fragmento biolégicamente
activo o variante del mismo, en donde el fragmento de proteina tiene una solubilidad de al menos aproximadamente
5 mg/ml y la composicién tiene una pureza de al menos aproximadamente el 95 % basandose en la proteina.

También se incluyen composiciones, que comprenden un agente de unidon que se une especificamente a un
fragmento aislado de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) tal como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las
tablas 7-9, en donde el agente de union tiene una afinidad de al menos aproximadamente 1 nM por el fragmento de
proteina. En un aspecto, el agente de unién se une a un epitopo ubicado dentro de una unién de corte y empalme
Unica del polipéptido de AARS tal como se expone en cualquiera de las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o
a una secuencia de aminoacidos C-terminal de este sitio de corte y empalme. En algunas realizaciones, el agente de
unién antagoniza una actividad no canénica del polipéptido AARS.

Determinadas realizaciones incluyen polipéptidos de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS), que comprenden una
secuencia de aminoacidos de un fragmento de proteina AARS tal como se describe en el presente documento, una
secuencia de aminoacidos codificada por un polinucleétido de AARS tal como se describe en el presente
documento, o0 una variante o fragmento para el mismo. Determinados polipéptidos de AARS comprenden una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, o 100 % idéntico a una secuencia de
referencia de AARS tal como se divulga en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o la tabla E2.
Determinados polipéptidos AARS consisten esencialmente en una secuencia de aminoacidos que es al menos un
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 0 100 % idéntico a una secuencia de referencia de AARS tal como se divulga en las
tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o la tabla E2. En determinadas realizaciones, el polipéptido comprende
una actividad biolégica no canénica. En realizaciones especificas, la actividad biolégica no canénica se selecciona
entre modulacion de la sefializacién celular (por ejemplo, sefializacion extracelular), modulacion de la proliferacion
celular, modulacién de la migracion celular, modulacién de la diferenciacion celular, modulacion de la apoptosis o
muerte celular, modulacion de la angiogénesis, modulacion de la unién celular, modulacién del metabolismo celular,
modulaciéon de la captacidon celular, modulaciéon de la transcripcion génica o la secrecién, modulaciéon de la
produccién o actividad de citocinas, modulacion de la actividad de citocinas receptoras y modulacién de la
inflamacion.

Otros aspectos incluyen anticuerpos y otros agentes de unién que muestran especificidad de union por un
polipéptido AARS aislado tal como se describe en el presente documento, un compafiero de union del polipéptido de
AARS o el complejo de ambos. En algunas realizaciones, la afinidad del anticuerpo o el agente de unién para el
polipéptido de AARS es aproximadamente 10X mas fuerte que su afinidad por un polipéptido AARS de longitud
completa correspondiente. En realizaciones especificas, el agente de unidn se selecciona entre un péptido,
peptidomimético, una adnectina, un aptamero y una molécula pequefia. En determinadas realizaciones, el anticuerpo
o el agente de union antagoniza una actividad no candnica del polipéptido AARS. En otras realizaciones, el
anticuerpo o el agente de unién agoniza una actividad no canénica del polipéptido AARS.

Determinadas realizaciones incluyen polinucleétidos de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS), que comprenden una
secuencia de nucleétidos de un polinucledtido de AARS tal como se describe en el presente documento, una
secuencia de nucledtidos que codifica un fragmento de proteina AARS tal como se describe en el presente
documento o una variante, un fragmento o un complemento del mismo. Determinados polinucleétidos de AARS
comprenden una secuencia de nucleétidos que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, o 100 % idéntica a
un polinucleétido de referencia de AARS o un complemento del mismo, tal como se divulga en las tablas 1-3 o las
tablas 4-6 o las tablas 7-9 o la tabla E2. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos esta optimizada por
codones para expresion bacteriana. En un aspecto, la secuencia de nucleétidos es al menos un 80 % idéntica a una
secuencia de polinucleétidos divulgada en la tabla E2.

Los polinuclettidos de AARS especificos consisten esencialmente en una secuencia de nucleétidos que es al menos
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un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, o 100 % idéntica a un polinucledtido de referencia de AARS o un complemento
del mismo, tal como se divulga en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o la tabla E2. Otros polinucleétidos
de AARS comprenden o consisten esencialmente en una secuencia de nucleétidos que hibrida especificamente con
un polinucledtido de referencia de AARS, tal como se divulga en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o la
tabla E2. En determinadas realizaciones, el polinucleétido se selecciona entre un cebador, una sonda y un
oligonucledtido antisentido. En realizaciones especificas, el cebador, la sonda o el oligonucleétido antisentido se
dirige a una unién de corte y empalme especifica o Unica y/o a una secuencia 3' de este sitio de corte y empalme
dentro del polinucleétido de AARS.

Determinadas realizaciones incluyen métodos para determinar la presencia o los niveles de fragmento de proteina
AARS en una muestra, que comprenden poner en contacto la muestra con uno o méas agentes de union que se unen
especificamente a un fragmento de proteina AARS tal como se describe en el presente documento, detectar la
presencia o ausencia del agente de unién y de este modo determinar la presencia o los niveles del fragmento de
proteina AARS. Otras realizaciones incluyen métodos para determinar la presencia o los niveles de fragmento de
proteina AARS en una muestra, que comprenden analizar la muestra con un detector que es capaz de identificar de
manera especifica un fragmento de proteina se describe en el presente documento y de este modo determinar la
presencia o los niveles del fragmento de proteina AARS. En realizaciones especificas, el detector es un
espectrometro de masas (EM), un citometro de flujo, un dispositivo para la obtencién de imagenes de proteinas, un
ensayo inmunoadsorbente acoplado a enzimas (ELISA), o una micromatriz de proteinas. Determinadas realizaciones
comprenden comparar la presencia o los niveles del fragmento de proteina AARS con una muestra de control o con
un valor predeterminado. Determinadas realizaciones comprenden caracterizar el estado de la muestra para
distinguirla del control. En realizaciones especificas, la muestra y el control comprenden una célula o tejido y el
método comprende distinguir entre células o tejidos de diferentes especies, células de diferentes tejidos u érganos,
células en diferentes estados de desarrollo celular, células en diferentes estados de diferenciacion celular, células en
diferentes estados fisiolégicos o células sanas y enfermas. Por ejemplo, las resectinas seleccionadas pueden ser
mas abundantes en condiciones tales como estrés o lesion.

Determinadas realizaciones incluyen métodos de y composiciones relacionadas para, identificar un compuesto que
se une especificamente a un polipéptido de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) tal como se describe en el presente
documento o uno o mas de sus compareros de unién celulares, que comprenden a) combinar el polipéptido de
AARS o0 su compafiero de union celular o ambos con al menos un compuesto de ensayo en condiciones adecuadas
y b) detectar la unién del polipéptido de AARS o su comparfiero de unién celular o ambos al compuesto de ensayo,
identificando de este modo un compuesto que se une especificamente al polipéptido de AARS o su compafiero de
union celular o ambos. En determinadas realizaciones, el compuesto de ensayo es un polipéptido o un péptido, un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo, un peptidomimético o una molécula pequefia. En
determinadas realizaciones, el compuesto de ensayo agoniza una actividad biolégica no canénica del polipéptido de
AARS o su compafiero de unién celular. En otras realizaciones, el compuesto de ensayo antagoniza una actividad
biolégica no candnica del polipéptido de AARS o su compafiero de union celular. Determinadas realizaciones
incluyen un compuesto identificado mediante el método anterior, tal como un agonista (por ejemplo, molécula
pequefia, péptido).

Determinadas realizaciones incluyen métodos para determinar la presencia o los niveles de una secuencia de
polinucleétido de una variante de corte y empalme de AARS en una muestra, que comprende poner en contacto la
muestra con uno o mas oligonucleotidos que hibridan especificamente con un polinucleétido de AARS tal como se
describe en el presente documento, detectar la presencia o ausencia de los oligonucleétidos en la muestra y de este
modo determinar la presencia o los niveles de la secuencia de polinucleétido de la variante de corte y empalme de
AARS. Otras realizaciones incluyen métodos para determinar la presencia o los niveles de una secuencia de
polinucleétido de una variante de corte y empalme de AARS en una muestra, que comprenden poner en contacto la
muestra con al menos dos oligonucleétidos que amplifican especificamente un polinucleétido de AARS tal como se
describe en el presente documento, llevar a cabo una reaccion de amplificacién, detectar la presencia o ausencia de
un producto amplificado y de este modo determinar la presencia o los niveles de la secuencia de polinucleétido de la
variante de corte y empalme de AARS. En realizaciones especificas, el o los oligonucleétidos hibridan
especificamente con o amplifican especificamente una unién de corte y empalme que es Unica para la variante de
corte y empalme de AARS. Determinadas realizaciones incluyen comparar la presencia o los niveles del fragmento
de proteina o variante de corte y empalme de AARS con una muestra de control o con un valor predeterminado.
Determinadas realizaciones incluyen caracterizar el estado de la muestra para distinguirla del control. En
realizaciones especificas, la muestra y el control comprenden una célula o tejido y el método comprende distinguir
entre células o tejidos de diferentes especies, células de diferentes tejidos u érganos, células en diferentes estados
de desarrollo celular, células en diferentes estados de diferenciacion celular o células sanas y enfermas.

Algunas realizaciones incluyen composiciones farmacéuticas, que comprenden un polinucleétido de AARS descrito
en el presente documento, un polipéptido de AARS descrito en el presente documento, un agente de uniébn como se
describe en el presente documento o un compuesto identificado mediante el método anterior o descrito en el
presente documento y un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Determinadas realizaciones incluyen métodos para modular una actividad celular de una célula, que comprenden
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poner en contacto la célula con un polinucleétido AARS descrito en el presente documento, un polipéptido de AARS
descrito en el presente documento, un agente de unién descrito en el presente documento, un compuesto del
método anterior o descrito en el presente documento o una composicion farmacéutica descrita en el presente
documento. En realizaciones especificas, la actividad celular se selecciona entre proliferacién celular, migracién
celular, diferenciacion celular, apoptosis o0 muerte celular, sefializacién celular, angiogénesis, unién celular, captacion
celular, secrecion celular, metabolismo, producciéon o actividad de citocinas, actividad de receptor de citocinas,
transcripcion génica e inflamacion. En un aspecto, la célula se selecciona entre el grupo que consiste en
preadipocitos, médula ésea, neutrdfilos, células sanguineas, hepatocitos, astrocitos, células madre mesenquimales y
células musculares esqueléticas.

En determinadas realizaciones, la célula se encuentra en un sujeto. Determinadas realizaciones comprenden tratar
al sujeto, en donde el sujeto tiene una afeccion asociada con una enfermedad neoplasica, una enfermedad o
afeccion del sistema inmunitario, una enfermedad infecciosa, una enfermedad metabdlica, un trastorno inflamatorio,
una enfermedad neuronal/neurolégica, una enfermedad muscular/cardiovascular, una enfermedad asociada con una
hematopoyesis aberrante, una enfermedad asociada con una angiogénesis aberrante o una enfermedad asociada
con una supervivencia celular aberrante.

También se incluyen procesos para fabricar un compuesto farmacéutico, que comprenden: a) llevar a cabo una
exploracion in vitro de uno o mas compuestos candidatos en presencia de un fragmento de proteina AARS de al
menos 100 aminoéacidos que comprende una secuencia de aminoacidos tal como se expone en las tablas 1-3 o las
tablas 4-6 o las tablas 7-9, para identificar un compuesto que se une especificamente al fragmento de proteina
AARS; b) llevar a cabo un ensayo bioquimico o de receptor basado en células con el compuesto identificado en la
etapa a), para identificar un compuesto que modula una o mas actividades no canonicas del fragmento de proteina
AARS; ¢) evaluar opcionalmente la relacion estructura-actividad (SAR) del compuesto identificado en la etapa b),
para correlacionar su estructura con la modulacion de la actividad no canénica y opcionalmente derivatizar el
compuesto para alterar su capacidad para modular la actividad no canénica; y d) producir cantidades suficientes del
compuesto identificado en la etapa b), o el compuesto derivatizado en la etapa c), para su uso en seres humanos,
fabricando de este modo el compuesto farmacéutico.

Otras realizaciones incluyen procesos para fabricar un compuesto farmacéutico, que comprenden: a) llevar a cabo
una exploracion in vitro de uno o mas compuestos candidatos en presencia de un receptor de la superficie celular o
de una porcion extracelular del mismo que se une especificamente a un fragmento de proteina AARS de las tablas
1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9, para identificar un compuesto que se une especificamente al receptor de la
superficie celular o a la porcidn extracelular del mismo; b) llevar a cabo un ensayo bioquimico o de receptor basado
en células con el compuesto identificado en la etapa a), para identificar un compuesto que modula una o mas
actividades no canonicas del fragmento de proteina AARS; c) evaluar opcionalmente la relacion estructura-actividad
(SAR) del compuesto identificado en la etapa b), para correlacionar su estructura con la modulacién de la actividad
no candnica y opcionalmente derivatizar el compuesto para alterar su capacidad para modular la actividad no
canonica; y d) producir cantidades suficientes del compuesto identificado en la etapa b), o el compuesto derivatizado
en la etapa c), para su uso en seres humanos, fabricando de este modo el compuesto farmacéutico.

Algunas realizaciones incluyen una composicién celular, que comprende una poblacién de células modificadas por
ingenieria genética en las que al menos una célula comprende un polipéptido que codifica una proteina aminoacil-
ARNt sintetasa (AARS) heterdloga de longitud completa, en donde las células son capaces de crecer en un medio
libre de suero. En un aspecto, la proteina aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) de longitud completa comprende un
marcador de purificaciéon o epitdpico heter6logo para facilitar la purificacién de un fragmento de proteina AARS. En
otro aspecto, la proteina aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) de longitud completa comprende un sitio de protedlisis
heterdlogo para permitir la produccion del fragmento de proteina AARS tras su escision.

Algunas realizaciones incluyen un método para producir un polipéptido de ARS tal como se expone en las tablas 1-3
o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o la tabla E2 in situ dentro de una célula, que comprende; i) expresar una proteina
aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) heteréloga de longitud completa dentro de la célula, en donde la célula comprende
una proteasa capaz de escindir | proteina aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) heterdloga de longitud completa para
producir el polipéptido de AARS.

Algunas realizaciones incluyen un método para producir un polipéptido de AARS tal como se expone en las tablas 1-
3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o la tabla E2 que comprende poner en contacto una proteina aminoacil-ARNt
sintetasa (AARS) de longitud completa con una proteasa que es capaz de escindir la proteina aminoacil-ARNt
sintetasa (AARS) de longitud completa y producir un polipéptido de AARS.

Algunas realizaciones incluyen una proteina aminoacil-ARNt sintetasa de longitud completa modificada por
ingenieria genética que comprende un sitio de protedlisis heterélogo para permitir la generacion proteolitica de un
fragmento de proteina AARS tal como se expone en cualquiera de las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o la
tabla E2.

Algunas realizaciones incluyen una composicién, que comprende una proteina aminoacil-ARNt sintetasa aislada de
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longitud completa, en donde la composicion tiene una pureza de al menos aproximadamente el 95 % basandose en
la proteina, menos de aproximadamente 10 UE de endotoxina/mg de proteina y es sustancialmente asérica. En un
aspecto, la proteina aminoacil-ARNt sintetasa de longitud completa esta presente a una concentracion de al menos
10 mg/ml y esta al menos un 90 % monodispersa.

Una realizacion adicional incluye un método para tratar una enfermedad o trastorno mediado por la desregulacion de
la expresion, la actividad o la ubicacion espaciotemporal de una ARNt sintetasa mediante la administracion de un
fragmento de proteina AARS o un &cido nucleico que codifica el fragmento de proteina AARS, tal como se expone
en cualquiera de las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 o la tabla E2. En un aspecto de esta realizacion, la
enfermedad se selecciona entre cancer, neuropatia, diabetes y trastornos inflamatorios.
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I. RESUMEN

La presente invencién se refiere, al menos en parte, al descubrimiento de nuevos polipéptidos AARS y a métodos
para su preparacion y uso, que representan la transformacién de proteinas nativas de tipo silvestre en nuevas
formas que muestran caracteristicas notablemente diferentes en comparacion con los genes de treonil ARNt
sintetasa de origen natural de longitud completa. Dichos polipéptidos de AARS se identificaron basandose en un
andlisis exhaustivo de la secuencia y de los espectros de masas de la treonil ARNt sintetasa expresada en diferentes
tejidos, seguido de la produccién y prueba sistematica de cada polipéptido de AARS potencial para identificar
secuencias de proteina que representan dominios de proteina estables y solubles que muestran nuevas actividades
bioldgicas y caracteristicas de farmaco terapéutico favorables.

Basandose en este analisis, se han identificado al menos tres nuevas familias de polipéptidos de AARS derivadas de
la treonil ARNt sintetasa.

En un aspecto, dichos polipéptidos de AARS derivados de treonil ARNt sintetasa comprenden secuencias de
polipéptido que comprenden aproximadamente los aminoacidos 1-322 de la thr ARNt sintetasa.

En un segundo aspecto, dichos polipéptidos de AARS derivados de treonil ARNt sintetasa comprenden secuencias
de polipéptido que comprenden aproximadamente los aminoacidos 1-146 de la treonil ARNt sintetasa.

En un tercer aspecto, dichos polipéptidos de AARS derivados de treonil ARNt sintetasa comprenden secuencias de
polipéptido que comprenden aproximadamente los aminoacidos 294-723 de la treonil ARNt sintetasa.

Estas nuevas familias de polipéptido de AARS representan nuevos productos proteinicos previamente desconocidos
gue muestran, entre otras cosas, i) nueva actividad bioldgica, ii) caracteristicas de estabilidad y agregacion de
proteinas favorables e iii) la capacidad de expresarse y producirse a un alto nivel en sistemas de expresion
procariotas, que son caracteristicas materialmente diferentes no encontradas en la proteina de tipo silvestre intacta.
Il. DEFINICIONES

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
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mismo significado que el normalmente entendido por los expertos habituales en la materia a la cual pertenece la
invencion. Aunque pueden usarse cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos
en el presente documento en la puesta en practica o la prueba de la presente invencién, se describen métodos y
materiales preferidos. Para los fines de la presente invencioén, a continuacion se describen los siguientes términos.
Los articulos "un", "una" y "uno" se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o a 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.

Por "aproximadamente" se entiende una cantidad, nivel, valor, nimero, frecuencia, porcentaje, dimension, tamafio,
cantidad, peso o longitud que varia como mucho en un 30, 25, 20, 25, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 % respecto de una
cantidad, nivel, valor, nimero, frecuencia, porcentaje, dimensién, tamafio, cantidad, peso o longitud de referencia.

Un "agonista" se refiere a una molécula que intensifica o imita una actividad. Por ejemplo, una actividad bioldgica no
canonica de una AARS u otra proteina. Los agonistas pueden incluir proteinas, acidos nucleicos, hidratos de
carbono, moléculas pequefias o cualquier otro compuesto 0 composicién que modula la actividad de una AARS ya
sea interactuando directamente con la AARS o su comparfiero de unién o actuando sobre componentes de la ruta
bioldgica en la que participa la AARS. Se incluyen agonistas parciales y totales.

Tal como se usa en el presente documento, el término "aminoacido" pretende hacer referencia a aminoacidos tanto
de origen natural como de origen no natural, asi como a analogos y miméticos de aminoacidos. Los aminoacidos de
origen natural incluyen los 20 (L)-aminoacidos utilizados durante la biosintesis de proteinas asi como otros, tales
como 4-hidroxiprolina, hidroxilisina, desmosina, isodesmosina, homocisteina, citrulina y ornitina, por ejemplo. Los
aminoéacidos de origen no natural incluyen, por ejemplo, (D)-aminoacidos, norleucina, norvalina, p-fluorofenilalanina,
etionina y similares, que son conocidos por un experto en la materia. Los analogos de aminoacidos incluyen formas
modificadas de aminoacidos de origen natural y no natural. Dichas modificaciones pueden incluir, por ejemplo, la
sustitucion o reemplazo de grupos y restos quimicos en el aminoacido por derivatizacion del aminoacido. Los
miméticos de aminoacidos incluyen, por ejemplo, estructuras organicas que muestran propiedades funcionalmente
similares, tales como caracteristicas de carga y espaciado de la carga del aminoacido de referencia. Por ejemplo,
una estructura organica que imite a la arginina (Arg o R) podria tener un resto de carga positiva ubicado en un
espacio molecular similar y tener el mismo grado de movilidad que el grupo e-amino de la cadena lateral del
aminoacido Arg de origen natural. Los miméticos también incluyen estructuras restringidas para mantener
interacciones de espaciado y carga 6ptimas del aminoacido o de los grupos funcionales del aminoacido. Los
expertos en la materia saben o pueden determinar qué estructuras constituyen analogos y miméticos de
aminoacidos funcionalmente equivalentes.

En determinados aspectos, puede emplearse el uso de aminoacidos no naturales para modificar (por ejemplo,
aumentar) una actividad no canénica seleccionada de un fragmento de proteina AARS o para alterar la semivida in
vivo o in vitro de la proteina. Los aminoacidos no naturales también pueden usarse para facilitar modificaciones
quimicas (selectivas) (por ejemplo, pegilacion) de una proteina AARS. Por ejemplo, determinados aminoacidos no
naturales permiten la unién selectiva de polimeros, tales como PEG, a una proteina dada y de este modo mejoran
sus propiedades farmacocinéticas.

Los ejemplos especificos de analogos y miméticos de aminoacidos pueden encontrarse descritos en, por ejemplo,
Roberts y Vellaccio, The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Eds. Gross y Meinhofer, Vol. 5, p. 341, Academic
Press, Inc., Nueva York, N.Y. (1983), incorporandose el volumen completo al presente documento por referencia.
Otros ejemplos incluyen aminoéacidos peralquilados, en particular, aminoacidos permetilados. Véase, por ejemplo,
Combinatorial Chemistry, Eds. Wilson y Czarnik, Cap. 11, p. 235, John Wiley & Sons Inc., Nueva York, N.Y. (1997),
incorporandose el libro completo al presente documento por referencia. Otros ejemplos mas incluyen aminoacidos
cuya porcion de amida (y, por lo tanto, la cadena principal de amida del péptido resultante) se ha reemplazado, por
ejemplo, por un anillo de azucar, esteroide, benzodiacepina o carbociclo. Véase, por ejemplo, Burger's Medicinal
Chemistry and Drug Discovery, Ed. Manfred E. Wolff, Cap. 15, pags. 619-620, John Wiley & Sons Inc., Nueva York,
N.Y. (1995), incorporandose el libro completo al presente documento por referencia. Los métodos para sintetizar
péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos y proteinas se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, la Patente
de los Estados Unidos n.° 5.420.109; M. Bodanzsky, Principles of Peptide Synthesis (12 ed. y 22 ed. rev.), Springer-
Verlag, Nueva York, N.Y. (1984 y 1993), véase el capitulo 7; Stewart y Young, Solid Phase Peptide Synthesis, (22
ed.), Pierce Chemical Co., Rockford, Ill. (1984), incorporandose cada uno de ellos al presente documento por
referencia. Por consiguiente, los polipéptidos AARS de la presente invencidon pueden estar compuestos de
aminoacidos de origen natural y no natural asi como de analogos y miméticos de aminoécidos.

El término "antagonista" se refiere a una molécula que reduce o atenGa una actividad. Por ejemplo, una actividad
biolégica no canédnica de una AARS u otra proteina. Los antagonistas pueden incluir proteinas, tales como
anticuerpos, acidos nucleicos, hidratos de carbono, moléculas pequefias o cualquier otro compuesto o composicion
gue modula la actividad de un AARS o su compafiero de unidn, ya sea interactuando directamente con la AARS o su
compariero de unién o actuando sobre componentes de la ruta biolégica en la que participa la AARS. Se incluyen
antagonistas parciales y totales.
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El término "aminoacil-ARNt sintetasa" (AARS) se refiere en general a enzimas que en su forma natural o de tipo
silvestre son capaces de catalizar la esterificaciéon de un aminoacido especifico o de su precursor a uno de todos sus
ARNt afines compatibles para formar un aminoacil-ARNt. En esta actividad "candnica”, las aminoacil-ARNt
sintetasas catalizan una reacciéon de dos etapas: en primer lugar, activan su aminoacido respectivo formando un
aminoacil-adenilato, en el que el carboxilo del aminoacido esta unido al alfa-fosfato del ATP mediante el
desplazamiento de pirofosfato y después, cuando se ha unido el ARNt correcto, el grupo aminoacilo del aminoacil-
adenilato se transfiere al OH 2' o 3' terminal del ARNt.

Las aminoacil-ARNt sintetasas de clase | tienen normalmente dos motivos de secuencia altamente conservados.
Estas enzimas aminoacilan en el 2-OH de un nucleétido de adenosina y normalmente son monoméricas o
diméricas. Las aminoacil-ARNt sintetasas de clase Il tienen normalmente tres motivos de secuencia altamente
conservados. Estas enzimas aminoacilan en el 3'-OH de la misma adenosina y normalmente son diméricas o
tetraméricas. Los sitios activos de las enzimas de clase Il estan formados principalmente de una B-lamina
antiparalela de siete hebras flanqueada por a-hélices. Aunque la fenilalanina-ARNt sintetasa es de clase I,
aminoacila en el 2'-OH.

Los polipéptidos de AARS incluyen fuentes de formas mitocondriales y citoplasmicas de tirosil-ARNt sintetasa
(TyrRS), una triptofanil-ARNt sintetasa (TrpRS), una glutaminil-ARNt sintetasa (GInRS), una glicil-ARNt sintetasa
(GlyRS), una histidil-ARNt sintetasa (HisRS), una seril-ARNt sintetasa (SerRS), una fenilalanil-ARNt sintetasa
(PheRS), una alanil-ARNt sintetasa (AlaRS), una asparaginil-ARNt sintetasa (AsnRS), una aspartil-ARNt sintetasa
(AspRS), una cisteinil-ARNt sintetasa (CysRS), una glutamil-ARNt sintetasa (GIuRS), una prolil-ARNt sintetasa
(ProRS), una arginil-ARNt sintetasa (ArgRS), una isoleucil-ARNt sintetasa (lleRS), una leucil-ARNt sintetasa
(LeuRS), una lisil-ARNt sintetasa (LysRS), una treonil-ARNt sintetasa (ThrRS), una metionil-ARNt sintetasa (MetRS)
0 una valil-ARNt sintetasa (ValRS). Las secuencias de tipo silvestre o parentales de estos polipéptidos de AARS se
conocen en la técnica.

Por "secuencia codificante" se entiende cualquier secuencia de acido nucleico que contribuye al codigo del producto
polipeptidico de un gen. Por el contrario, la expresion "secuencia no codificante" se refiere a cualquier secuencia de
acido nucleico que no contribuye al codigo del producto polipeptidico de un gen.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera otra cosa, se entendera que las palabras
"comprender”, "comprende" y "comprendiendo” implican la inclusién de una etapa o elemento o de un grupo de
etapas o elementos indicado, pero no la exclusién de cualquier otra etapa o elemento o de un grupo de etapas o
elementos.

Por "que consiste en" se entiende que incluye, y se limita a, cualquier cosa que siga a la expresion "que consiste
en". Por lo tanto, la expresion "que consiste en" indica que los elementos listados son necesarios u obligatorios y
que no puede haber presentes otros elementos. Por "que consiste esencialmente en" se entiende que incluye
cualquier elemento listado después de la expresion y se limita a otros elementos que no interfieren con o contribuyen
a la actividad o accion especificada en la divulgaciéon de los elementos listados. Por lo tanto, la expresion "que
consiste esencialmente en" indica que los elementos listados son necesarios u obligatorios, pero que otros
elementos son opcionales y pueden estar o no presentes, dependiendo de si afectan o no materialmente a la
actividad o accion de los elementos listados.

La expresion "libre de endotoxinas" o "sustancialmente libre de endotoxinas" se refiere generalmente a
composiciones, disolventes y/o vasos que contienen como maximo cantidades residuales (por ejemplo, cantidades
gue no tienen efectos fisiolégicos clinicamente adversos para un sujeto) de endotoxina y preferentemente,
cantidades indetectables de endotoxina. Las endotoxinas son toxinas asociadas con determinadas bacterias,
normalmente bacterias gramnegativas, aunque pueden encontrarse endotoxinas en bacterias grampositivas, tales
como Listeria monocytogenes. Las endotoxinas mas prevalentes son los lipopolisacaridos (LPS) o los
lipooligosacaridos (LOS) hallados en la membrana externa de diversas bacterias gramnegativas y que representan
una caracteristica patégena crucial en la capacidad de estas bacterias para provocar enfermedades. En los seres
humanos, pequefias cantidades de endotoxina pueden producir fiebre, una reduccion de la presion sanguinea y la
activacion de la inflamacion y la coagulacion, entre otros efectos fisiol6gicos adversos.

Por lo tanto, en la produccién farmacéutica de polipéptidos de AARS, normalmente es deseable retirar la mayor
parte de todas las trazas de endotoxina de los productos farmacolégicos y/o de los recipientes para farmacos, ya
que cantidades incluso pequefias pueden provocar efectos adversos en seres humanos. Para este fin puede
emplearse un horno de despirogenacion, ya que se necesitan normalmente temperaturas de mas de 300 € para
descomponer la mayor parte de las endotoxinas. Por ejemplo, basandose en el material de embalaje primario, tales
como jeringuillas o viales, la combinacion de una temperatura del vidrio de 250 C y un tiempo de rete nciéon de 30
minutos es suficiente para lograr una reduccién 3 log en los niveles de endotoxinas. Se contemplan otros métodos
para eliminar endotoxinas, incluyendo, por ejemplo, métodos de cromatografia y filtracion, tal como se describe en el
presente documento y se conoce en la técnica. También se incluyen métodos para producir polipéptidos de AARS y
aislarlos de células eucariotas, tales como células de mamifero para reducir, si no eliminar, el riesgo de que haya
presentes endotoxinas en una composicion de la invencién. Se prefieren métodos para producir polipéptidos de
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AARS vy aislaros de células aséricas. Dichas composiciones que comprenden polipéptidos de AARS, representan
nuevas formulaciones que muestran caracteristicas terapéuticas nuevas y novedosas no encontradas en las
composiciones de polipéptido de AARS contaminadas con suero o endotoxina que tienen el potencial de unirse a 'y
alterar las nuevas propiedades bioldgicas de los polipéptidos de AARS.

Las endotoxinas pueden detectarse usando técnicas rutinarias conocidas en la técnica. Por ejemplo, el ensayo de
lisado de amebocitos de Limulus, que utiliza sangre del cangrejo herradura, es un ensayo muy sensible para
detectar la presencia de endotoxinas y los reactivos, kits e instrumentacion para la deteccién de endotoxinas
basandose en este ensayo se encuentran disponibles comercialmente, por ejemplo, del Lonza Group. En esta
prueba, niveles muy bajos de LPS pueden provocar una coagulacion detectable del lisado de Limulus debido a una
fuerte cascada enzimatica que amplifica esta reaccion. También pueden cuantificarse endotoxinas mediante un
ensayo inmunoadsorbente acoplado a enzimas (ELISA). Para encontrarse sustancialmente libre de endotoxinas, los
niveles de endotoxinas pueden ser menor de aproximadamente 0,001, 0,005, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,08,
0,09,0,1,05,1,0,15,2,25,3,4,5,6, 7, 8,9 0 10 UE/mg de proteina. normalmente, 1 ng de lipopolisacarido (LPS)
se corresponde a aproximadamente 1-10 UE.

En determinadas realizaciones, la "pureza” de cualquier agente dado (por ejemplo, fragmento de proteina AARS) en
una composicion puede definirse de manera especifica. Por ejemplo, determinadas composiciones pueden
comprender un agente que es al menos un 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100 % puro, incluyendo
todos los decimales intermedios, segin se mide, por ejemplo y de manera no limitante, mediante cromatografia
liquida de alta presion (HPLC), una forma bien conocida de cromatografia en columna frecuentemente usada en
bioquimica y en quimica analitica para separar, identificar y cuantificar compuestos.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "funcion" y "funcional" y similares se refieren a una funcion
bioldgica, enzimatica o terapéutica.

Por "gen" se entiende una unidad de herencia que puede ocupar un locus especifico en un cromosoma y que
consiste en secuencias reguladoras de la transcripcién y/o traduccién y/o una region codificante y/o secuencias no
traducidas (es decir, intrones, secuencias no traducidas 5'y 3').

"Homologia" se refiere al nimero porcentual de aminoacidos que son idénticos o que constituyen sustituciones
conservativas. La homologia puede determinarse usando programas de comparacién de secuencias, tales como
GAP (Deveraux et al., 1984, Nucleic Acids Research 12, 387-395), que se incorpora al presente documento por
referencia. De este modo, pueden compararse secuencias con una longitud similar o sustancialmente diferente a
aquellas citadas en el presente documento, mediante la inserciéon de huecos en el alineamiento, determinandose
dichos huecos, por ejemplo, por el algoritmo de comparaciéon usado mediante GAP.

La expresion "célula hospedadora” incluye una célula individual o un cultivo celular que puede ser o ha sido receptor
de cualquier vector o vectores recombinantes, polinucledtido aislado o polipéptido de la invencion. Las células
hospedadoras incluyen la progenie de una sola célula hospedadora y la progenie no es necesariamente
completamente idéntica (en cuanto a su morfologia o complemento de ADN total) a la célula progenitora original
debido a mutaciones y/o cambios naturales, accidentales o deliberados. Una célula hospedadora incluye células
transfectadas o infectadas in vivo o in vitro con un vector recombinante o un polinucleétido de la invencion. Una
célula hospedadora que comprenda un vector recombinante de la invencion es una célula hospedadora
recombinante.

Por "aislado" se entiende un material que esta sustancial o esencialmente libre de los componentes que
normalmente lo acompafan en su estado nativo. Por ejemplo, un "polinucleétido aislado”, tal como se usa en el
presente documento, incluye un polinucleétido que se ha purificado de secuencias que lo flanquean en su estado de
origen natural, por ejemplo, un fragmento de ADN que se ha retirado de las secuencias que normalmente se
encuentran adyacentes al fragmento. Como alternativa, un "péptido aislado" o un "polipéptido aislado" y similares, tal
como se usa en el presente documento, incluye el aislamiento y/o la purificacion in vitro de una molécula de péptido
o polipéptido de su ambiente celular natural y de su asociacién con otros componentes de la célula; es decir, no se
asocia de manera significativa con sustancias in vivo.

El término "ARNmM" o en ocasiones citado como "transcritos de ARNm", tal como se usa en el presente documento,
incluye, pero sin limitacién, transcritos de pre-ARNm, intermedios que procesan transcritos, ARNm maduros listos
para su traduccion y transcritos del gen o genes o acidos nucleicos derivados de los transcritos de ARNm. El
procesamiento del transcrito puede incluir corte y empalme, edicién y degradacién. Tal como se usa en el presente
documento, un acido nucleico derivado de un transcrito de ARNm se refiere a un acido nucleico para cuya sintesis
ha servido en (ltima instancia como molde el transcrito de ARNm o una subsecuencia del mismo. Un ADNc
retrotranscrito a partir de un ARNm, un ARN transcrito a partir de ese ADNc, un ADN amplificado a partir del ADNCc,
un ARN transcrito a partir del ADN amplificado, etc., se derivan todos del transcrito de ARNm y la deteccién de
dichos productos derivados es indicativa de la presencia y/o abundancia del transcrito original en una muestra. Por lo
tanto, las muestras derivadas de ARNm incluyen, pero sin limitacién, transcritos de ARNm del gen o los genes,
ADNCc retrotranscrito partir del ARNm, ARNCc transcrito a partir del ADNc, ADN amplificado partir de los genes, ARN
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transcrito a partir de ADN amplificado y similares.

Actividad "no canénica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere generalmente a i) una nueva actividad
poseida por un polipéptido de AARS de la invencién que no es poseida en cualquier grado significativo por la
proteina parental de longitud completa nativa intacta o ii) una actividad que era poseida por la proteina parental de
longitud completa nativa intacta, mientras que el polipéptido de AARS muestra una actividad especifica
significativamente mayor (es decir, al menos un 20 % mayor) en comparacién con la proteina parental de longitud
completa nativa intacta 0 muestra la actividad en un nuevo contexto; por ejemplo, aislando la actividad de otras
actividades poseidas por la proteina parental de longitud completa nativa intacta. En el caso de polipéptidos de
AARS, los ejemplos no limitantes de actividades no canonicas incluyen sefializacién extracelular, union a ARN, union
a aminoacidos, modulacion de la proliferacion celular, modulacion de la migracién celular, modulacion de la
diferenciacion celular (por ejemplo, hematopoyesis, neurogénesis, miogénesis, osteogénesis y adipogénesis),
modulacion de la transcripcion génica, modulacién de la apoptosis u otras formas de muerte celular, modulacién de
la sefializacién celular, modulacion de la captacién o secrecion celular, modulacion de la angiogénesis, modulacion
de la unién celular, modulacién del metabolismo celular, modulacién de la producciéon o actividad de citocinas,
modulacion de la actividad de receptor de citocinas, modulacion de la inflamacién y similares.

La expresién "concentracion eficaz semimaxima" o "CEso" se refiere a la concentracion de un fragmento de proteina
AARS, anticuerpo u otro agente descrito en el presente documento a la cual se induce una respuesta a medio
camino entre la basal y la maxima después de un determinado tiempo de exposicién especifico; la CEso de una
curva de respuesta a la dosis graduada representa por lo tanto la concentracién de un compuesto a la cual se
observa un 50 % de su efecto maximo. En determinadas realizaciones, la CEso de un agente proporcionado en el
presente documento se indica en relacion con una actividad "no canénica", tal como se ha indicado anteriormente.
La CEso también representa la concentracion plasmatica necesaria para obtener un 50 % de un efecto maximo in
vivo. De manera similar, la "CEg" se refiere a la concentracion de un agente o composicion a la cual se observa un
90 % de su efecto maximo. La "CEg" puede calcularse a partir de la "CEsy" y la pendiente de Hill o puede
determinarse directamente a partir de los datos, usando conocimientos rutinarios de la técnica. En algunas
realizaciones, la CEso de un fragmento de proteina AARS, anticuerpo u otro agente es menor de aproximadamente
0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,0,7,0,8,0,9, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 nM. Preferentemente, la composicion bioterapéutica tendra un valor de CEsp de
aproximadamente 1 nM o menor.

El término "modular” incluye "aumentar" o "estimular”, asi como "disminuir" o "reducir”, normalmente en una cantidad
estadisticamente significativa o fisioldgicamente significativa en comparacién con un control. Por consiguiente, un
"modulador” puede ser un agonista, un antagonista o una mezcla de los mismos dependiendo de las condiciones
empleadas. Una cantidad "aumentada" o "potenciada" es normalmente una cantidad "estadisticamente significativa,
y puede incluir un aumento es de 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 puntos decimales entre y por encima de 1, por ejemplo, 1,5, 1,6, 1,7,
1,8, etc.) la cantidad producida por ninguna composicion (la ausencia de un agente o compuesto) o0 una composicion
de control. Una cantidad "disminuida" o reducida es normalmente una cantidad "estadisticamente significativa" y
puede incluir una reduccién del 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %,
16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 0 100 % en la cantidad producida por ninguna composicion (la ausencia de un agente o compuesto) o
una composicion de control, incluyendo todos los nimeros enteros intermedios. A modo de ejemplo no limitante, un
control para comparar actividades candnicas y no candénicas podria incluir el fragmento de proteina AARS de interés
comparado con su AARS de longitud completa correspondiente o un fragmento de AARS que tenga una actividad
canonica comparable a la de su AARS de longitud completa correspondiente. Otros ejemplos de cantidades
"estadisticamente significativas" se describen en el presente documento.

Por "obtenible de" se entiende que una muestra, tal como, por ejemplo, un extracto de polinucleétido o un extracto
de polipéptido se aisla de o se deriva de, una fuente particular del sujeto. Por ejemplo, el extracto puede obtenerse
de un tejido o un fluido bioloégico aislado directamente del sujeto. "Derivado” u "obtenido de" también pueden
referirse a la fuente de un polipéptido o una secuencia de polinucleétido. Por ejemplo, una secuencia de AARS de la
presente invencién puede "derivarse" de la informacion de secuencia de un fragmento proteolitico de AARS o una
variante de corte y empalme de AARS o0 una porcion de la misma, ya sea de origen natural o generada
artificialmente y por lo tanto puede comprender, consistir esencialmente en o consistir en esa secuencia.

Los términos "polipéptido” y "proteina” se usan de manera indistinta en el presente documento para hacer referencia
a un polimero de restos de aminoacidos y a variantes y analogos de origen sintético y natural de los mismos. Por lo
tanto, estos términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas restos de aminoacidos son
aminoacidos sintéticos de origen no natural, tales como un analogo quimico de un aminoéacido de origen natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural y a derivados quimicos de origen natural
de los mismos. Dichos derivados incluyen, por ejemplo, modificaciones postraduccionales y productos de
degradacion que incluyen piroglutamilo, isoaspartilo, variantes proteoliticas, fosforiladas, glucosiladas, oxidadas,
isomerizadas y desamidadas del fragmento de referencia de AARS.
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Las expresiones "identidad de secuencia" o, por ejemplo, que comprende una "secuencia un 50 % idéntica a", tal
como se usan en el presente documento, se refieren al grado en que las secuencias son idénticas basandose en la
secuencia de nucle6tidos o basandose en la secuencia de aminoacidos a lo largo de una ventana de comparacion.
Por lo tanto, puede calcularse un "porcentaje de identidad de secuencia” comparando dos secuencias alineadas de
manera 6ptima a lo largo de la ventana de comparacion, determinando el nimero de posiciones en las cuales
aparece la base de &cido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, U) o el resto de aminoacidos 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 proporcionar el nimero de posiciones emparejadas, dividiendo el nimero de posiciones
emparejadas entre 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 secuencia entre dos 0 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 una longitud de al menos 12 pero con
frecuencia de 15 a 18 y normalmente al menos 25 unidades de mondmero, incluyendo nucleétidos y restos de
aminoacido. Debido a que dos polinucledtidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (es decir, solo una
porcion de la secuencia de polinucledtido completa) que sea similar entre los dos polinucleétidos y (2) una secuencia
que sea divergente entre los dos polinucleétidos, las comparaciones de secuencia entre dos (0 mas polinucle6tidos)
se llevan a cabo normalmente comparando secuencias de los dos polinucleétidos a lo largo de una "ventana de
comparacion” 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, normalmente de aproximadamente 50 a
aproximadamente 100, mas normalmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150, en el que se compara
una secuencia con una secuencia de referencia con el mismo nimero de posiciones contiguas después de que se
alineen de manera optima las dos secuencias. La ventana de comparacion puede comprender adiciones o
eliminaciones (es decir, huecos) de aproximadamente el 20 % o menos en comparacion con la secuencia de
referencia (que no comprende adiciones o eliminaciones) para un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. El
alineamiento optimo de secuencias para alinear una ventana de comparacion puede llevarse a cabo mediante
implementaciones computarizadas de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en la versiéon 7.0 de Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, EE.UU.) o mediante
inspeccion y el mejor alineamiento (es decir, el que da como resultado el mayor porcentaje de homologia a lo largo
de la ventana de comparacion) generado mediante cualquiera de los diversos métodos seleccionados. También
puede hacerse referencia a la familia de programas BLAST, tal como se divulga, por ejemplo, el Altschul et al., 1997,
Nucl. Acids Res. 25:3389. Puede obtenerse una descripcién detallada del 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.

Los célculos de similitud de secuencia o de identidad de secuencia entre secuencias (usandose los términos de
manera intercambiable en el presente documento) se efectlian del modo siguiente. Para determinar el porcentaje de
identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acido nucleico, las secuencias se alinean con
el objetivo de un alineamiento éptimo (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o ambas de una primera y
una segunda secuencia de aminoacidos o de acido nucleico para un alineamiento 6ptimo y pueden descargarse
secuencias no homoélogas para fines de comparacién). En determinadas realizaciones, la longitud de una secuencia
de referencia alineada con fines de comparacién tiene al menos un 30 %, preferentemente al menos un 40 %, mas
preferentemente al menos un 50 %, 60 %, e incluso mas preferentemente al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 100 % de
la longitud de la secuencia de referencia. Después, se comparan los restos de aminoacidos o los nucleétidos en las
posiciones de aminoacidos o las posiciones de nucleétidos correspondientes. Cuando una posicion en la primera
secuencia estd ocupada por el mismo resto de aminoacido o nucleétido en la posicion correspondiente en la
segunda secuencia, se deduce que las moléculas son idénticas en esa posicion.

El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas compartidas
por las secuencias, teniendo en cuenta el numero de huecos y el tamafio de cada hueco, lo que es necesario
introducir para un alineamiento éptimo de las dos secuencias.

La comparacion de secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede llevarse a
cabo usando un algoritmo matematico. En una realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias
de aminoacido 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 programas informaticos GCG (disponible en
http://www.gcg.com), usando una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250 y una ponderacion por hueco de 16, 14,
12, 10, 8, 6 0 4 y una ponderacién por longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. En otra realizacién preferida mas, se determina el
porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucle6tido usando el programa GAP en el paquete de programas
informaticos GCG (disponible de http://www.gcg.com), usando una NWSgapdna.CMP una ponderacion por hueco de
40, 50, 60, 70 0 80 y una ponderacién por longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. Un conjunto de parametros preferido (y el que
debe emplearse a menos que se especifique de otro modo) es una matriz de puntuaciéon Blossum 62 con una
penalizacién por hueco de 12, una penalizacion por extension de hueco de 4 y una penalizaciéon por hueco de
desplazamiento de fase de 5.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos o de nucledtidos puede determinarse usando el
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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 ponderacién de restos PAM120, una penalizacion por longitud de hueco de 12 y una
penalizacién por hueco de 4.

Las secuencias de acido nucleico y de proteina descritas en el presente documento pueden usarse como "secuencia
de consulta" para efectuar una busqueda contra una base de datos publica para, por ejemplo, identificar otros
miembros de la familia 0 secuencias relacionadas. Dichas busquedas pueden efectuarse usando los programas
NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul, et al., (1990, J. Mol. Biol, 215: 403-10). Las busquedas de nucledétidos
BLAST pueden efectuarse con el programa NBLAST, puntuaciéon = 100, longitud de palabra = 12 para obtener
secuencias de nucleétidos homologas a moléculas de acidos nucleicos de la invencion. Las busquedas de proteinas
BLAST pueden efectuarse con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de palabra = 3 para obtener
secuencias de aminoacidos homologas a moléculas de proteina de la invencion. Para obtener alineamientos con
huecos con fines de comparacion, puede utilizarse Gapped Blast, tal como se describe en Altschul et al., (1997,
Nucleic Acids Res, 25: 3389-3402). Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, pueden usarse los
parametros por defecto de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).

El término "solubilidad" se refiere a la propiedad de un agente proporcionado en el presente documento para
disolverse en un disolvente liquido y formar una solucién homogénea. La solubilidad se expresa normalmente como
una concentracién, ya sea en masa o soluto por unidad de volumen de disolvente (g de soluto por kg de disolvente,
g por dl (100 ml), mg/ml, etc.), molaridad, molalidad, fraccion molar u otras descripciones similares de la
concentracion. La cantidad maxima en equilibrio de soluto que puede disolverse por cantidad de disolvente es la
solubilidad de ese soluto en ese disolvente en las condiciones especificadas, incluyendo la temperatura, presién, pH
y la naturaleza del disolvente. En determinadas realizaciones, la solubilidad se mide a pH fisiolégico. En
determinadas realizaciones, la solubilidad se mide en agua o un tampén fisioldgico, tal como PBS. En determinadas
realizaciones, la solubilidad se mide en un fluido biol6gico (disolvente), tal como sangre o suero. En determinadas
realizaciones, la temperatura puede ser aproximadamente la temperatura ambiental (por ejemplo, aproximadamente
20, 21, 22, 23, 24, 25 ) o aproximadamente la tem peratura corporal (37 ). En determinadas realizaci ones, un
agente, tal como un fragmento de proteina AARS, tiene una solubilidad de al menos aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3,
04,0506, 07,0809, 1,2, 83,4,5,6, 78,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25 o 30 mg/ml a
temperatura ambiente o a 37 TC.

Una "union de corte y empalme", tal como se usa en el presente documento, incluye la region en un transcrito de
ARNmM maduro o el polipéptido codificado donde el extremo 3' de un primer exén se une al extremo 5' de un segundo
exon. El tamafio de la region puede variar y puede incluir 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas (incluyendo todos los nimeros enteros
intermedios de) nucledtidos o restos de aminoacidos a ambos lados de los restos exactos donde el extremo 3' de un
exon se une al extremo 5' de otro exdon. Un "exdn" se refiere a una secuencia de acido nucleico que esta
representada en la forma madura de una molécula de ARN después de que ambas porciones de un ARN precursor
(intrones) se hayan retirado mediante corte y empalme en cis o de que se hayan ligado dos o0 mas moléculas de
ARN precursoras mediante corte y empalme en trans. La molécula de ARN madura puede ser un ARN mensajero o
una forma funcional de un ARN no codificante, tal como ARNr o ARNt. Dependiendo del contexto, un exén puede
referirse a la secuencia en el ADN o su transcrito de ARN. Un "intrén" se refiere a una regién de acido nucleico no
codificante dentro de un gen, que no se traduce en una proteina. Las secciones intrénicas no codificantes se
transcriben en precursor de ARNm (pre-ARNm) y algunos otros ARN (tales como ARN largos no codificantes), y
posteriormente se retiran mediante corte y empalme durante el procesamiento en ARN maduro.

Una "variante de corte y empalme" se refiere a un ARNm maduro y su proteina codificada que se producen mediante
corte y empalme alternativo, un proceso mediante el cual los exones el ARN (un transcrito génico primario o pre-
ARNmM) se reconectan de diversas maneras durante el corte y empalme del ARN. Los diferentes ARNm resultantes
pueden traducirse en diferentes isoformas de proteina, permitiendo que un solo gen codifique mdltiples proteinas.

Un "sujeto”, tal como se usa en el presente documento, incluye cualquier animal que muestre un sintoma o que se
encuentre en riesgo de mostrar un sintoma, que pueda tratarse o diagnosticarse con un polinucle6tido o polipéptido
de AARS de la invencion. También se incluyen sujetos para los cuales es deseable elaborar perfiles de los niveles
de polipéptidos y/o polinucleétidos de AARS de la invencidn, para fines diagndsticos u otros. Los sujetos adecuados
(pacientes) incluyen animales de laboratorio (tales como un ratén, rata, conejo o cobaya), animales de granja y
animales domésticos 0 mascotas (tales como un perro o un gato). Se incluyen primates no humanos y
preferentemente, pacientes humanos.

"Tratamiento" o "tratar", tal como se usa en el presente documento, incluye cualquier efecto deseable sobre los
sintomas o la patologia de una enfermedad o afeccién que pueda efectuarse por las actividades no candnicas de un
polinucleétido o polipéptido de AARS, tal como se describe en el presente documento y puede incluir cambios o
mejoras incluso minimas en uno o mas marcadores medibles de la enfermedad o afeccidon que se esté tratando.
También se incluyen tratamientos que se refieren a terapias no con AARS, en las que una secuencia de AARS
descrita en el presente documento proporciona un marcador clinico de tratamiento. "Tratamiento" o "tratar" no indica
necesariamente una erradicacion o cura completa de la enfermedad o afeccién o un sintoma asociado a la misma. El
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sujeto que recibe este tratamiento es cualquier sujeto que lo necesite. Los marcadores a modo de ejemplo de mejora
clinica seran evidentes para las personas expertas en la materia.

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique especificamente lo contrario, métodos
convencionales de biologia molecular y técnicas de DN recombinante dentro del nivel de capacidad de la técnica,
muchas de las cuales se describen mas adelante con fines ilustrativos. Dichas técnicas se explican detalladamente
en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 edicion, 2000);
DNA Cloning: A Practical Approach, vol. 1 y Il (D. Glover, ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, ed., 1984);
Oligonucleotide Synthesis: Methods and Applications (P. Herdewijn, ed., 2004); Nucleic Acid Hybridization (B. Hames
y S. Higgins, eds., 1985); Nucleic Acid Hybridization: Modern Applications (Buzdin y Lukyanov, eds., 2009);
Transcription and Translation (B. Hames y S. Higgins, eds., 1984); Animal Cell Culture (R. Freshney, ed., 1986);
Freshney, R.l. (2005) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, 52 ed. Hoboken NJ, John Wiley & Sons;
B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (3?2 edicién, 2010); Farrell, R., RNA Methodologies: A Laboratory
Guide for Isolation and Characterization (32 edicién 2005), Methods of Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis
and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press; Using Antibodies: A Laboratory Manual:
Portable Protocol NO. | por Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow (1999, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
ISBN 0-87969-544-7); Antibodies: A Laboratory Manual de Ed Harlow (Editor), David Lane (Editor) (1988, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0-87969-3,4-2), 1855. Handbook of Drug Screening, editado por Ramakrishna
Seethala, Prabhavathi B. Fernandes (2001, Nueva York, N.Y., Marcel Dekker, ISBN 0-8247-0562-9); y Lab Ref: A
Handbook of Recipes, Reagents, and Other Reference Tools for Use at the Bench, editado por Jane Roskams y
Linda Rodgers, (2002, Cold Spring Harbor Laboratory, ISBN 0-87969-630-3).

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente citadas en el presente documento se incorporan al
presente documento por referencia en su totalidad.

lll. FRAGMENTOS Y VARIANTES DE PROTEINA AARS PURIFICADOS PARA APLICACIONES TERAPEUTICAS
Y OTRAS

Sorprendentemente y a diferencia de sus secuencias parentales de longitud completa que se conocen Unicamente
por sus actividades de aminoacilacion, se ha descubierto que los fragmentos de AARS poseen actividades
biolégicas importantes para aplicaciones bioterapéuticas, de descubrimiento y diagndsticas. Por lo tanto, las
realizaciones de la invencion incluyen proteinas de longitud completa, isoformas maduras de proteinas y fragmentos
de proteina de aminoacil-ARNt sintetasas (AARS), ademas de variantes hioldgicamente activas y fragmentos de las
mismas. En determinadas realizaciones, las proteinas y los fragmentos pueden surgir mediante protedlisis
enddgena, protedlisis in vitro, variacion de corte y empalme o prediccion informatizada, entre otros mecanismos.

Los fragmentos de proteina AARS descritos en el presente documento y las variantes de los mismos, pueden poseer
al menos una actividad biolégica "no canénica". Los fragmentos de proteina AARS de la presente invencion también
se citan en el presente documento como "polipéptidos de AARS" o "polipéptidos de referencia de AARS". En
determinadas realizaciones, los polipéptidos de AARS proporcionados en el presente documento comprenden o
consisten esencialmente en la totalidad o una parte de las "secuencias de referencia" del polipéptido de AARS, tal
como se exponen en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9 mas adelante, que representan las secuencias de
aminoacidos de diversos fragmentos de treonil-ARNt sintetasas. Las secuencias de proteina AARS de ratén y
humanas estan altamente relacionadas, difiriendo normalmente en no mas de unos pocos aminoacidos dentro de
una secuencia completa, un dominio particular o un fragmento de proteina particular.

Polipéptidos de AARS N-terminales: (Tablas 1, 2 y 3)

Tabla 1A
Polipéptidos de AARS identificados por EM
Nombre Tipo / Especie / Secuencias de aminoacidos y de acido nucleico SEQID
Restos NO

THRSLT - |Proteina/Humano /| \pEEK ASSPSGKMGGEEKPIGAGEEKQKEG | SEQ/D
GKKKNKEGSGDGGRAELNPWPEYIYTRLE |
MYNILKAEHDSILAEKAEKDSKPIKVTLPDG
KQVDAESWKTTPYQIACGISQGLADNTVIA
KVNNVVWDLDRPLEEDCTLELLKFEDEEAO
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AVYWHSSAHIMGEAMERVYGGCLCYGPPIE
NGFYYDMYLEEGGVSSNDFSSLEALCKKIIK
EKQAFERLEVKKETLLAMFKYNKFKCRILN

EKVNTPTTTVYRCGPLIDLCRGPHVRHTGKI
KALKIHKNSSTYWEGKADMETLQRIYGISFP
DPKMLKEWEKFQEEAKNRD

ThrRS1™

ADN / Humano

ATGTTTGAGGAGAAGGCCAGCAGTCCTTC
AGGGAAGATGGGAGGCGAGGAGAAGCCG
ATTGGTGCTGGTGAAGAGAAGCAAAAGG
AAGGAGGCAAAAAGAAGAACAAAGAAGG
ATCTGGAGATGGAGGTCGAGCTGAGTTGA
ATCCTTGGCCTGAATATATTTACACACGTC
TTGAGATGTATAATATACTAAAAGCAGAA
CATGATTCCATTCTGGCAGAAAAGGCAGA
AAAAGATAGCAAGCCAATTAAAGTCACTT
TGCCTGATGGTAAACAGGTTGATGCGGAA
TCTTGGAAAACTACACCATATCAAATTGC
CTGTGGAATTAGTCAAGGCCTGGCCGACA
ACACCGTTATTGCTAAAGTAAATAATGTT
GTGTGGGACCTGGACCGCCCTCTGGAAGA
AGATTGTACCTTGGAGCTTCTCAAGTTTGA
GGATGAGGAAGCTCAGGCAGTGTATTGGC
ACTCTAGTGCTCACATAATGGGTGAAGCC
ATGGAAAGAGTCTATGGTGGATGTTTATG
CTACGGTCCGCCAATAGAAAATGGATTCT
ATTATGACATGTACCTCGAAGAAGGGGGT
GTGTCTAGCAATGATTTCTCTTCTCTGGAG
GCTTTGTGTAAGAAAATCATTAAAGAAAA
ACAAGCTTTTGAAAGACTGGAAGTTAAGA
AAGAAACTTTACTGGCAATGTTTAAGTAC
AACAAGTTCAAATGCCGGATATTGAATGA
AAAGGTGAATACTCCAACTACCACAGTCT
ATAGATGTGGCCCTTTGATAGATCTCTGCC
GGGGTCCTCATGTTAGACACACGGGCAAA
ATTAAGGCTTTAAAAATACACAAAAATTC
CTCCACGTACTGGGAAGGCAAAGCAGATA
TGGAGACTCTCCAGAGAATTTATGGCATT
TCATTCCCAGATCCTAAAATGTTGAAAGA
GTGGGAGAAGTTCCAAGAGGAAGCTAAA
AACCGAGAT

SEQID
NO: 13

ThrRS1™

Proteina / Humano /

MFEEKASSPSGKMGGEEKPIGAGEEKQKEG
GKKKNKEGSGDGGRAELNPWPEYIYTRLE

SEQID
NO: 14

1-146

MYNILKAEHDSILAEKAEKDSKPIKVTLPDG
KQVDAESWKTTPYQIACGISQGLADNTVIA
KVNNVVWDLDRPLEEDCTLELLKFED
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ThrRS1™ | ADN / Humano ATGTTTGAGGAGAAGGCCAGCAGTCCTTC  |SEQID
AGGGAAGATGGGAGGCGAGGAGAAGCCG [N 1
ATTGGTGCTGGTGAAGAGAAGCAAAAGG
AAGGAGGCAAAAAGAAGAACAAAGAAGG
ATCTGGAGATGGAGGTCGAGCTGAGTTGA
ATCCTTGGCCTGAATATATTTACACACGTC
TTGAGATGTATAATATACTAAAAGCAGAA
CATGATTCCATTCTGGCAGAAAAGGCAGA
AAAAGATAGCAAGCCAATTAAAGTCACTT
TGCCTGATGGTAAACAGGTTGATGCGGAA
TCTTGGAAAACTACACCATATCAAATTGC
CTGTGGAATTAGTCAAGGCCTGGCCGACA
ACACCGTTATTGCTAAAGTAAATAATGTT
GTGTGGGACCTGGACCGCCCTCTGGAAGA
AGATTGTACCTTGGAGCTTCTCAAGTTTGA
GGAT

Tabla 1B
ThrRs1™
Péptidos detectados por espectrometria de masas y pé  ptidos enlazadores deducidos
Tipo / Especie | Secuencia SEQ ID NO
Proteina / raton | MSQEKASSPSGKMDGEK SEQ ID
NO: 16
Proteina/raton | pyDASEEKRKEGGKKKSKDGGGDGGRAELNPWPEYIN |50 1P
TRLDMYNK '
Proteina / ratén | L KAEHDSILAEK SEQ ID
NO: 18

Tabla 1C
Thrrs1™
Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad  os por espectrometria de masas
Tipo / Especie | Secuencia SEQ ID NO
Proteina / ; - SEQID
MSOEKASSPSGKMDGEKPVDASEEKRKEGGKKKSKDG
té NO.19
raton GGDGGRAELNPWPEYINTRLDMYNKLKAEHDSILAEK
Tabla 1D
Thrrs1™
Péptidos detectados por espectrometria de masas y pé  ptidos
enlazadores deducidos
Tipo / Especie Secuencia SEQ ID NO
Proteina / raton LKAEHDSILAEK SEQID
NO: 20
Proteina / raton AAKDSKPIKVTLPDGKQVDAESWK SEQ ID
NO: 21
Proteina / raton TTPYQIACGISQGLADNTVVAK SEQID
NO: 22

18




ES 2638311 T3

Tabla 1E
ThrRs1™
Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad  0s por espectrometria de masas
Tipo / Especie | Secuencia SEQ ID NO
Proteina/raion | 1 K AEHDSILAEKAAKDSKPIKVTLPDGKQVDAESWKIT  |3°0°
PYOIACGISOGLADNTVVAK
Tabla 2
Polipéptidos de AARS y transcritos alternativos ident ificados mediante secuenciacion profunda
Nombre Tipo / Especie / Secuencias de aminoacidos y de acido nucleico SEQID
Restos NO
N3 s
ThRSL | Proteina | Humano /1 \FEEK ASSPSGKMGGEEKPIGAGEEKQKE | 2EQ0

GGKKKNKEGSGDGGRAELNPWPEYIYTRL
EMYNILKAEHDSILAEKAEKDSKPIKVTLP
DGKQVDAESWKTTPYQIACGISQGLADNT
VIAKVNNVVWDLDRPLEEDCTLELLKFED
EEAQAVYWHSSAHIMGEAMERVYGGCLC
YGPPIENGFYYDMYLEEGGVSSNDFSSLEA
LCKKIIKEKQAFERLEVKKETLLAMFKYNK
FKCRILNEKVNTPTTTVYRCGPLIDLCRGPH
VRHTGKIKALKIHKNSSTYWEGKADMETL

QRIYGISFPDPKMLKEWEKFQEEAKNRDHR

KIGRP
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ThrRS1™

ADN / Humano

ATGTTTGAGGAGAAGGCCAGCAGTCCTT

CAGGGAAGATGGGAGGCGAGGAGAAGC
CGATTGGTGCTGGTGAAGAGAAGCAAAA
GGAAGGAGGCAAAAAGAAGAACAAAGA
AGGATCTGGAGATGGAGGTCGAGCTGAG
TTGAATCCTTGGCCTGAATATATTTACAC
ACGTCTTGAGATGTATAATATACTAAAAG
CAGAACATGATTCCATTCTGGCAGAAAA
GGCAGAAAAAGATAGCAAGCCAATTAAA
GTCACTTTGCCTGATGGTAAACAGGTTGA
TGCGGAATCTTGGAAAACTACACCATATC
AAATTGCCTGTGGAATTAGTCAAGGCCTG
GCCGACAACACCGTTATTGCTAAAGTAA
ATAATGTTGTGTGGGACCTGGACCGCCCT
CTGGAAGAAGATTGTACCTTGGAGCTTCT
CAAGTTTGAGGATGAGGAAGCTCAGGCA
GTGTATTGGCACTCTAGTGCTCACATAAT
GGGTGAAGCCATGGAAAGAGTCTATGGT
GGATGTTTATGCTACGGTCCGCCAATAGA
AAATGGATTCTATTATGACATGTACCTCG
AAGAAGGGGGTGTGTCTAGCAATGATTT
CTCTTCTCTGGAGGCTTTGTGTAAGAAAA
TCATTAAAGAAAAACAAGCTTTTGAAAG
ACTGGAAGTTAAGAAAGAAACTTTACTG
GCAATGTTTAAGTACAACAAGTTCAAAT
GCCGGATATTGAATGAAAAGGTGAATAC
TCCAACTACCACAGTCTATAGATGTGGCC
CTTTGATAGATCTCTGCCGGGGTCCTCAT
GTTAGACACACGGGCAAAATTAAGGCTT
TAAAAATACACAAAAATTCCTCCACGTA
CTGGGAAGGCAAAGCAGATATGGAGACT
CTCCAGAGAATTTATGGCATTTCATTCCC
AGATCCTAAAATGTTGAAAGAGTGGGAG
AAGTTCCAAGAGGAAGCTAAAAACCGAG
ATCATAGGAAAATTGGCAGGCCATGA

SEQID
NO: 25

ThrRS1™

Proteina / Humano / 1-
109 + 9aa

MFEEKASSPSGKMGGEEKPIGAGEEKQKE

GGKKKNKEGSGDGGRAELNPWPEYIYTRL
EMYNILKAEHDSILAEKAEKDSKPIKVTLP -
DGKQVDAESWKTTPYQIAC GIRCIGTLVLT

SEQ ID
NO: 26

ThrRS1™

ADN / Humano

ATGTTTGAGGAGAAGGCCAGCAGTCCTT
CAGGGAAGATGGGAGGCGAGGAGAAGC
CGATTGGTGCTGGTGAAGAGAAGCAAAA
GGAAGGAGGCAAAAAGAAGAACAAAGA
AGGATCTGGAGATGGAGGTCGAGCTGAG

SEQID
NO: 27

20




ES 2638311 T3

TTGAATCCTTGGCCTGAATATATTTACAC
ACGTCTTGAGATGTATAATATACTAAAAG
CAGAACATGATTCCATTCTGGCAGAAAA
GGCAGAAAAAGATAGCAAGCCAATTAAA
GTCACTTTGCCTGATGGTAAACAGGTTGA
TGCGGAATCTTGGAAAACTACACCATATC
AAATTGCCTGTGGAATTAGGTGTATTGGC
ACTCTAGTGCTCACATAA

ThrRS1™

Proteina / Humano / 1-
576 + S577R + 613-
723

MFEEKASSPSGKMGGEEKPIGAGEEKQKE
GGKKKNKEGSGDGGRAELNPWPEYIYTRL
EMYNILKAEHDSILAEKAEKDSKPIKVTLP
DGKQVDAESWKTTPYQIACGISQGLADNT
VIAKVNNVVWDLDRPLEEDCTLELLKFED
EEAQAVYWHSSAHIMGEAMERVYGGCLC
YGPPIENGFYYDMYLEEGGVSSNDFSSLEA
LCKKIIKEKQAFERLEVKKETLLAMFKYNK
FKCRILNEKVNTPTTTVYRCGPLIDLCRGPH
VRHTGKIKALKIHKNSSTY WEGKADMETL
QRIYGISFPDPKMLKEWEKFQEEAKNRDHR
KIGRDQELYFFHELSPGSCFFLPKGAYTYNA
LIEFIRSEYRKRGFQEVVTPNIFNSRLWMTS
GHWQHYSENMFSFEVEKELFALKPMNCPG
HCLMFDHRPRSWRELPLRLADFGVLHRNE
LSGALTGLTRVRRFQQDDAHIFCAMEQIED
EIKGCLDFLRTVYSVFGFSFKLNLSTRPEKF
LGDIEVWDQAEKQLENSLNEFGEKWELNS
GDGAFYGPKIDIQIKDAIGRYHQCATIQLDF
QLPIRFNLTYVRPFWLSPRQVMVVPVGPTC
DEYAQKVRQQFHDAKFMADIDLDPGCTLN
KKIRNAQLAQYNFILVVGEKEKISGTVNIRT
RDNKVHGERTISETIERLQQLKEFRSKQAEE
EF '

SEQID
NO: 28

ThrRS1™

ADN / Humano

ATGTTTGAGGAGAAGGCCAGCAGTCCTT
CAGGGAAGATGGGAGGCGAGGAGAAGC
CGATTGGTGCTGGTGAAGAGAAGCAAAA
GGAAGGAGGCAAAAAGAAGAACAAAGA
AGGATCTGGAGATGGAGGTCGAGCTGAG
TTGAATCCTTGGCCTGAATATATTTACAC
ACGTCTTGAGATGTATAATATACTAAAAG
CAGAACATGATTCCATTCTGGCAGAAAA
GGCAGAAAAAGATAGCAAGCCAATTAAA
GTCACTTTGCCTGATGGTAAACAGGTTGA
TGCGGAATCTTGGAAAACTACACCATATC
AAATTGCCTGTGGAATTAGTCAAGGCCTG

SEQID
NO: 126
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GCCGACAACACCGTTATTGCTAAAGTAA
ATAATGTTGTGTGGGACCTGGACCGCCCT
CTGGAAGAAGATTGTACCTTGGAGCTTCT
CAAGTTTGAGGATGAGGAAGCTCAGGCA
GTGTATTGGCACTCTAGTGCTCACATAAT
GGGTGAAGCCATGGAAAGAGTCTATGGT
GGATGTTTATGCTACGGTCCGCCAATAGA
AAATGGATTCTATTATGACATGTACCTCG
AAGAAGGGGGTGTGTCTAGCAATGATTT
CTCTTCTCTGGAGGCTTTGTGTAAGAAAA
TCATTAAAGAAAAACAAGCTTTTGAAAG
ACTGGAAGTTAAGAAAGAAACTTTACTG
GCAATGTTTAAGTACAACAAGTTCAAAT
GCCGGATATTGAATGAAAAGGTGAATAC
TCCAACTACCACAGTCTATAGATGTGGCC
CTTTGATAGATCTCTGCCGGGGTCCTCAT
GTTAGACACACGGGCAAAATTAAGGCTT
TAAAAATACACAAAAATTCCTCCACGTA
CTGGGAAGGCAAAGCAGATATGGAGACT
CTCCAGAGAATTTATGGCATTTCATTCCC
AGATCCTAAAATGTTGAAAGAGTGGGAG
AAGTTCCAAGAGGAAGCTAAAAACCGAG
ATCATAGGAAAATTGGCAGGGACCAAGA
ACTATATTTCTTTCATGAACTCAGCCCTG
GAAGTTGCTTTTTTCTGCCAAAAGGAGCC
TACATTTATAATGCACTTATTGAATTCAT
TAGGAGCGAATATAGGAAAAGAGGATTC
CAGGAGGTAGTCACCCCAAACATCTTCA
ACAGCCGACTCTGGATGACCTCGGGCCA
CTGGCAGCACTACAGCGAGAACATGTTC
TCCTTTGAGGTGGAGAAGGAGCTGTTTGC
CCTGAAACCCATGAACTGCCCAGGACAC
TGCCTTATGTTTGATCATCGGCCAAGGTC
CTGGCGAGAACTGCCTCTGCGGCTAGCTG
ATTTTGGGGTACTTCATAGGAACGAGCTG
TCTGGAGCACTCACAGGACTCACCCGGG
TACGAAGATTCCAACAGGATGATGCTCA
CATATTCTGTGCCATGGAGCAGATTGAAG
ATGAAATAAAAGGTTGTTTGGATTTTCTA
CGTACGGTATATAGCGTATTTGGATTTTC
TTTTAAACTAAACCTTTCTACTCGCCCGG
AAAAATTCCTTGGAGATATCGAAGTATG
GGATCAAGCTGAGAAACAACTTGAAAAC
AGTCTGAATGAATTTGGTGAAAAGTGGG
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AGTTAAACTCTGGAGATGGAGCTTTCTAT
GGCCCAAAGATTGACATACAGATTAAAG
ATGCGATTGGGCGGTACCACCAGTGTGC
AACCATCCAGCTGGATTTCCAGTTGCCCA
TCAGATTTAATCTTACTTATGTAAGGCCC
TTTTGGCTGTCCCCTCGCCAGGTAATGGT
AGTTCCAGTGGGACCAACCTGTGATGAA
TATGCCCAAAAGGTACGACAACAATTCC
ACGATGCCAAATTCATGGCAGACATTGA
TCTGGATCCAGGCTGTACATTGAATAAAA
AGATTCGAAATGCACAGTTAGCACAGTA
TAACTTCATTTTAGTTGTTGGTGAAAAAG
AGAAAATCAGTGGCACTGTTAATATCCG
CACAAGAGACAATAAGGTCCACGGGGAA
CGCACCATTTCTGAAACTATCGAGCGGCT
ACAGCAGCTCAAAGAGTTCCGCAGCAAA
CAGGCAGAAGAAGAATTTTAA

Tabla 2B
Uniones de corte y empalme Unicas de polipéptidos d e AARS
Nombre Tipo / Secuencias de aminoacidos y acidos nucle icos en la proximidad de la SEQ ID NO
Especie unién de corte y empalme Unica
TLAS02 ADNT | CCGAGATCATAGGAAAATTGGCAGGICCA N
TGATGGTGATGATAAGAAAAGG
Proteina / RDHRKIGRP SEQID
Humano NO: 30
TL-AS0S | ADNT | CATATCAAATTGCCTGTGGAATTAG|GTG N
TATTGGCACTCTAGTGCTCACA '
Proteina/ | YQIACGIRCIGTLVLT SEQID
Humano NO: 32
TLASS ADN/ | TCAGATTTAATCTTACTTATGTAAGI|GCCC No a5
TTTTGGCTGTCCCCTCGCCAG
Proteina/ | RFNLTYVRPFWLSPRQ SEQID
Humano NO: 34
Tabla 3
Polipéptidos y acidos nucleicos de AARS identificados mediante bioinformatica
Nombre Tipo / Especie / Res tos Secuencias de aminoacidos y de acido SEQ ID NO
nucleico
Polipéptidos de AARS C-terminales: (Tablas 4, 5y 6)
Tabla 4A
Polipéptidos de AARS identificados por EM
Nombre Tipo / Especie / Secuencias de aminoacidos y de acido nucleico SEQ ID NO

Restos
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ThrRS1%*

Proteina / Humano /
307-723

MLKEWEKFQEEAKNRDHRKIGRDQELYFF

HELSPGSCFFLPKGAYIYNALIEFIRSEYRKR
GFQEVVTPNIFNSRLWMTSGHWQHYSENM
FSFEVEKELFALKPMNCPGHCLMFDHRPRS

WRELPLRLADFGVLHRNELSGALTGLTRVR
RFQQDDAHIFCAMEQIEDEIKGCLDFLRTVY
SVFGFSFKLNLSTRPEKFLGDIEVWDQAEKQ
LENSLNEFGEKWELNSGDGAFY GPKIDIQIK
DAIGRYHQCATIQLDFQLPIRFNLTYVSHDG
DDKKRPVIVHRAILGSVERMIAILTENY GGK
WPFWLSPRQVMVVPVGPTCDEYAQKVRQQ
FHDAKFMADIDLDPGCTLNKKIRNAQLAQY
NFILVVGEKEKISGTVNIRTRDNKVHGERTI

SETIERLOOLKEFRSKOAEEEF

SEQID
NO: 50

ThrRS1%*

ADN / Humano /

ATGTTGAAAGAGTGGGAGAAGTTCCAAG
AGGAAGCTAAAAACCGAGATCATAGGAA
AATTGGCAGGGACCAAGAACTATATTTCT
TTCATGAACTCAGCCCTGGAAGTTGCTTTT
TTCTGCCAAAAGGAGCCTACATTTATAAT
GCACTTATTGAATTCATTAGGAGCGAATA
TAGGAAAAGAGGATTCCAGGAGGTAGTC
ACCCCAAACATCTTCAACAGCCGACTCTG
GATGACCTCGGGCCACTGGCAGCACTACA
GCGAGAACATGTTCTCCTTTGAGGTGGAG
AAGGAGCTGTTTGCCCTGAAACCCATGAA
CTGCCCAGGACACTGCCTTATGTTTGATC
ATCGGCCAAGGTCCTGGCGAGAACTGCCT
CTGCGGCTAGCTGATTTTGGGGTACTTCA
TAGGAACGAGCTGTCTGGAGCACTCACAG
GACTCACCCGGGTACGAAGATTCCAACAG
GATGATGCTCACATATTCTGTGCCATGGA
GCAGATTGAAGATGAAATAAAAGGTTGTT
TGGATTTTCTACGTACGGTATATAGCGTA
TTTGGATTTTCTTTTAAACTAAACCTTTCT
ACTCGCCCGGAAAAATTCCTTGGAGATAT
CGAAGTATGGGATCAAGCTGAGAAACAA
CTTGAAAACAGTCTGAATGAATTTGGTGA
AAAGTGGGAGTTAAACTCTGGAGATGGA
GCTTTCTATGGCCCAAAGATTGACATACA

SEQ ID
NO: 51
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GATTAAAGATGCGATTGGGCGGTACCACC
AGTGTGCAACCATCCAGCTGGATTTCCAG
TTGCCCATCAGATTTAATCTTACTTATGTA
AGCCATGATGGTGATGATAAGAAAAGGC
CAGTGATTGTTCATCGAGCCATCTTGGGA
TCAGTGGAAAGAATGATTGCTATCCTCAC
AGAAAACTATGGGGGCAAATGGCCCTTTT
GGCTGTCCCCTCGCCAGGTAATGGTAGTT
CCAGTGGGACCAACCTGTGATGAATATGC
CCAAAAGGTACGACAACAATTCCACGATG
CCAAATTCATGGCAGACATTGATCTGGAT
CCAGGCTGTACATTGAATAAAAAGATTCG
AAATGCACAGTTAGCACAGTATAACTTCA
TTTTAGTTGTTGGTGAAAAAGAGAAAATC
AGTGGCACTGTTAATATCCGCACAAGAGA
CAATAAGGTCCACGGGGAACGCACCATTT
CTGAAACTATCGAGCGGCTACAGCAGCTC
AAAGAGTTCCGCAGCAAACAGGCAGAAG
AAGAATTTTAA

ThrRS1%?

Proteina / Humano /
346-723

LPKGAYIYNALIEFIRSEYRKRGFQEVVTPNI
FNSRLWMTSGHWQHYSENMFSFEVEKELF
ALKPMNCPGHCLMFDHRPRSWRELPLRLA
DFGVLHRNELSGALTGLTRVRRFQQDDAHI
FCAMEQIEDEIKGCLDFLRTVYSVFGFSFKL
NLSTRPEKFLGDIEVWDQAEKQLENSLNEF
GEKWELNSGDGAFYGPKIDIQIKDAIGRYH
QCATIQLDFQLPIRFNLTYVSHDGDDKKRPV
IVHRAILGSVERMIAILTENYGGK WPFWLSP
RQVMVVPVGPTCDEYAQKVRQQFHDAKF
MADIDLDPGCTLNKKIRNAQLAQYNFILVV
GEKEKISGTVNIRTRDNKVHGERTISETIERL
OOLKEFRSKOAEEEF

SEQID
NO: 52

ThrRS1%?

ADN / Humano /

CTGCCAAAAGGAGCCTACATTTATAATGC
ACTTATTGAATTCATTAGGAGCGAATATA
GGAAAAGAGGATTCCAGGAGGTAGTCAC
CCCAAACATCTTCAACAGCCGACTCTGGA
TGACCTCGGGCCACTGGCAGCACTACAGC
GAGAACATGTTCTCCTTTGAGGTGGAGAA
GGAGCTGTTTGCCCTGAAACCCATGAACT
GCCCAGGACACTGCCTTATGTTTGATCAT
CGGCCAAGGTCCTGGCGAGAACTGCCTCT
GCGGCTAGCTGATTTTGGGGTACTTCATA
GGAACGAGCTGTCTGGAGCACTCACAGG
ACTCACCCGGGTACGAAGATTCCAACAGG

SEQID
NO: 53
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ATGATGCTCACATATTCTGTGCCATGGAG
CAGATTGAAGATGAAATAAAAGGTTGTTT
GGATTTTCTACGTACGGTATATAGCGTAT
TTGGATTTTCTTTTAAACTAAACCTTTCTA
CTCGCCCGGAAAAATTCCTTGGAGATATC
GAAGTATGGGATCAAGCTGAGAAACAAC
TTGAAAACAGTCTGAATGAATTTGGTGAA
AAGTGGGAGTTAAACTCTGGAGATGGAG
CTTTCTATGGCCCAAAGATTGACATACAG
ATTAAAGATGCGATTGGGCGGTACCACCA
GTGTGCAACCATCCAGCTGGATTTCCAGT
TGCCCATCAGATTTAATCTTACTTATGTAA
GCCATGATGGTGATGATAAGAAAAGGCC
AGTGATTGTTCATCGAGCCATCTTGGGAT
CAGTGGAAAGAATGATTGCTATCCTCACA
GAAAACTATGGGGGCAAATGGCCCTTTTG
GCTGTCCCCTCGCCAGGTAATGGTAGTTC
CAGTGGGACCAACCTGTGATGAATATGCC
CAAAAGGTACGACAACAATTCCACGATGC
CAAATTCATGGCAGACATTGATCTGGATC
CAGGCTGTACATTGAATAAAAAGATTCGA
AATGCACAGTTAGCACAGTATAACTTCAT
TTTAGTTGTTGGTGAAAAAGAGAAAATCA
GTGGCACTGTTAATATCCGCACAAGAGAC
AATAAGGTCCACGGGGAACGCACCATTTC
TGAAACTATCGAGCGGCTACAGCAGCTCA
AAGAGTTCCGCAGCAAACAGGCAGAAGA
AGAATTTTAA

ThrRS1%®

Proteina / Humano /
432-723

LRLADFGVLHRNELSGALTGLTRVRRFQQD
DAHIFCAMEQIEDEIKGCLDFLRTVYSVFGF
SFKLNLSTRPEKFLGDIEVWDQAEKQLENSL
NEFGEKWELNSGDGAFYGPKIDIQIKDAIGR
YHQCATIQLDFQLPIRFNLTYVSHDGDDKK
RPVIVHRAILGSVERMIAILTENY GGKWPFW
LSPRQVMVVPVGPTCDEYAQKVRQQFHDA
KFMADIDLDPGCTLNKKIRNAQLAQYNFIL
VVGEKEKISGTVNIRTRDNK VHGERTISETIE
RLOOLKEFRSKOAEEEF

SEQID
NO: 54

ThrRS1%®

ADN / Humano /

CTGCGGCTAGCTGATTTTGGGGTACTTCA
TAGGAACGAGCTGTCTGGAGCACTCACAG
GACTCACCCGGGTACGAAGATTCCAACAG
GATGATGCTCACATATTCTGTGCCATGGA
GCAGATTGAAGATGAAATAAAAGGTTGTT
TGGATTTTCTACGTACGGTATATAGCGTA

SEQ ID
NO: 55
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TTTGGATTTTCTTTTAAACTAAACCTTTCT
ACTCGCCCGGAAAAATTCCTTGGAGATAT
CGAAGTATGGGATCAAGCTGAGAAACAA
CTTGAAAACAGTCTGAATGAATTTGGTGA
AAAGTGGGAGTTAAACTCTGGAGATGGA
GCTTTCTATGGCCCAAAGATTGACATACA
GATTAAAGATGCGATTGGGCGGTACCACC
AGTGTGCAACCATCCAGCTGGATTTCCAG
TTGCCCATCAGATTTAATCTTACTTATGTA
AGCCATGATGGTGATGATAAGAAAAGGC
CAGTGATTGTTCATCGAGCCATCTTGGGA
TCAGTGGAAAGAATGATTGCTATCCTCAC
AGAAAACTATGGGGGCAAATGGCCCTTTT
GGCTGTCCCCTCGCCAGGTAATGGTAGTT
CCAGTGGGACCAACCTGTGATGAATATGC
CCAAAAGGTACGACAACAATTCCACGATG
CCAAATTCATGGCAGACATTGATCTGGAT
CCAGGCTGTACATTGAATAAAAAGATTCG
AAATGCACAGTTAGCACAGTATAACTTCA
TTTTAGTTGTTGGTGAAAAAGAGAAAATC
AGTGGCACTGTTAATATCCGCACAAGAGA
CAATAAGGTCCACGGGGAACGCACCATTT
CTGAAACTATCGAGCGGCTACAGCAGCTC
AAAGAGTTCCGCAGCAAACAGGCAGAAG
AAGAATTTTAA

ThrRS1%*

Proteina / Humano /
380-723

SRLWMTSGHWQHY SENMFSFEVEKELFAL
KPMNCPGHCLMFDHRPRSWRELPLRLADF
GVLHRNELSGALTGLTRVRRFQQDDAHIFC
AMEQIEDEIKGCLDFLRTVY SVFGFSFKLNL
STRPEKFLGDIEVWDQAEKQLENSLNEFGE
KWELNSGDGAFY GPKIDIQIKDAIGRYHQC
ATIQLDFQLPIRFNLTY VSHDGDDKKRPVIV
HRAILGSVERMIAILTENY GGKWPFWLSPR
QVMVVPVGPTCDEYAQKVRQQFHDAKFM
ADIDLDPGCTLNKKIRNAQLAQYNFILVVG
EKEKISGTVNIRTRDNKVHGERTISETIERLQ
OLKEFRSKOAEEEF '

SEQID
NO: 56

ThrRS1%*

ADN / Humano /

AGCCGACTCTGGATGACCTCGGGCCACTG
GCAGCACTACAGCGAGAACATGTTCTCCT
TTGAGGTGGAGAAGGAGCTGTTTGCCCTG
AAACCCATGAACTGCCCAGGACACTGCCT
TATGTTTGATCATCGGCCAAGGTCCTGGC

GAGAACTGCCTCTGCGGCTAGCTGATTTT

GGGGTACTTCATAGGAACGAGCTGTCTGG

SEQ ID
NO: 57
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AGCACTCACAGGACTCACCCGGGTACGAA
GATTCCAACAGGATGATGCTCACATATTC
TGTGCCATGGAGCAGATTGAAGATGAAAT
AAAAGGTTGTTTGGATTTTCTACGTACGG
TATATAGCGTATTTGGATTTTCTTTTAAAC
TAAACCTTTCTACTCGCCCGGAAAAATTC
CTTGGAGATATCGAAGTATGGGATCAAGC
TGAGAAACAACTTGAAAACAGTCTGAATG
AATTTGGTGAAAAGTGGGAGTTAAACTCT
GGAGATGGAGCTTTCTATGGCCCAAAGAT
TGACATACAGATTAAAGATGCGATTGGGC
GGTACCACCAGTGTGCAACCATCCAGCTG
GATTTCCAGTTGCCCATCAGATTTAATCTT
ACTTATGTAAGCCATGATGGTGATGATAA
GAAAAGGCCAGTGATTGTTCATCGAGCCA
TCTTGGGATCAGTGGAAAGAATGATTGCT
ATCCTCACAGAAAACTATGGGGGCAAATG
GCCCTTTTGGCTGTCCCCTCGCCAGGTAAT
GGTAGTTCCAGTGGGACCAACCTGTGATG
AATATGCCCAAAAGGTACGACAACAATTC
CACGATGCCAAATTCATGGCAGACATTGA
TCTGGATCCAGGCTGTACATTGAATAAAA
AGATTCGAAATGCACAGTTAGCACAGTAT
AACTTCATTTTAGTTGTTGGTGAAAAAGA
GAAAATCAGTGGCACTGTTAATATCCGCA
CAAGAGACAATAAGGTCCACGGGGAACG
CACCATTTCTGAAACTATCGAGCGGCTAC
AGCAGCTCAAAGAGTTCCGCAGCAAACA
GGCAGAAGAAGAATTTITAA

ThrRS1%®

Proteina / Humano /
294-723

LQRIYGISFPDPKMLKEWEKFQEEAKNRDH
RKIGRDQELYFFHELSPGSCFFLPKGAYIYN
ALIEFIRSEYRKRGFQEVVTPNIFNSRLWMT
SGHWQHY SENMFSFEVEKELFALKPMNCP
GHCLMFDHRPRSWRELPLRLADFGVLHRN
ELSGALTGLTRVRRFQQDDAHIFCAMEQIE
DEIKGCLDFLRTVYSVFGFSFKLNLSTRPEK
FLGDIEVWDQAEKQLENSLNEFGEKWELNS
GDGAFYGPKIDIQIKDAIGRYHQCATIQLDF
QLPIRFNLTYVSHDGDDKKRPVIVHRAILGS
VERMIAILTENY GGKWPFWLSPRQVMVVP
VGPTCDEYAQKVRQQFHDAKFMADIDLDP
GCTLNKKIRNAQLAQYNFILVVGEKEKISGT

VNIRTRDNKVHGERTISETIERLQQLKEFRS

KOAEEEF :

SEQID
NO: 58
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ThrRS1%®

ADN / Humano /

CTCCAGAGAATTTATGGCATTTCATTCCC
AGATCCTAAAATGTTGAAAGAGTGGGAG
AAGTTCCAAGAGGAAGCTAAAAACCGAG
ATCATAGGAAAATTGGCAGGGACCAAGA
ACTATATTTCTTTCATGAACTCAGCCCTGG
AAGTTGCTTTTTTCTGCCAAAAGGAGCCT
ACATTTATAATGCACTTATTGAATTCATTA
GGAGCGAATATAGGAAAAGAGGATTCCA
GGAGGTAGTCACCCCAAACATCTTCAACA
GCCGACTCTGGATGACCTCGGGCCACTGG
CAGCACTACAGCGAGAACATGTTCTCCTT
TGAGGTGGAGAAGGAGCTGTTTGCCCTGA
AACCCATGAACTGCCCAGGACACTGCCTT
ATGTTTGATCATCGGCCAAGGTCCTGGCG
AGAACTGCCTCTGCGGCTAGCTGATTTTG
GGGTACTTCATAGGAACGAGCTGTCTGGA
GCACTCACAGGACTCACCCGGGTACGAAG
ATTCCAACAGGATGATGCTCACATATTCT
GTGCCATGGAGCAGATTGAAGATGAAAT
AAAAGGTTGTTTGGATTTTCTACGTACGG
TATATAGCGTATTTGGATTTTCTTTTAAAC
TAAACCTTTCTACTCGCCCGGAAAAATTC
CTTGGAGATATCGAAGTATGGGATCAAGC
TGAGAAACAACTTGAAAACAGTCTGAATG
AATTTGGTGAAAAGTGGGAGTTAAACTCT
GGAGATGGAGCTTTCTATGGCCCAAAGAT
TGACATACAGATTAAAGATGCGATTGGGC
GGTACCACCAGTGTGCAACCATCCAGCTG
GATTTCCAGTTGCCCATCAGATTTAATCTT
ACTTATGTAAGCCATGATGGTGATGATAA
GAAAAGGCCAGTGATTGTTCATCGAGCCA
TCTTGGGATCAGTGGAAAGAATGATTGCT
ATCCTCACAGAAAACTATGGGGGCAAATG
GCCCTTTTGGCTGTCCCCTCGCCAGGTAAT
GGTAGTTCCAGTGGGACCAACCTGTGATG
AATATGCCCAAAAGGTACGACAACAATTC
CACGATGCCAAATTCATGGCAGACATTGA
TCTGGATCCAGGCTGTACATTGAATAAAA
AGATTCGAAATGCACAGTTAGCACAGTAT
AACTTCATTTTAGTTGTTGGTGAAAAAGA
GAAAATCAGTGGCACTGTTAATATCCGCA
CAAGAGACAATAAGGTCCACGGGGAACG
CACCATTTCTGAAACTATCGAGCGGCTAC
AGCAGCTCAAAGAGTTCCGCAGCAAACA

SEQID
NO: 59

GGCAGAAGAAGAATTTTAA
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Tabla 4B
ThrRS1“!
Péptidos detectados por espectrometria de masas y pé  ptidos enlazadores deducidos
Tipo / Especie Secuencia SEQ ID NO
Proteina/ratén | DQELYFFHELSPGSCFFLPK SEQID
NO: 60
Proteina / raton GAYIYNTLMEFIR SEQID
NO: 61
Proteinalraion | SEYRKRGFQEVVTPNIFNSRLWMTSGHWQHYSENMESF | o520
EVEKEQFALKPMNCPGHCLMFDHRPRSWRELPLRLADF
GVLHR _ :
Proteina / ratén NELSGALTGLTR SEQID
NO: 63
Proteina / rat6n VRR SEQ ID
NO: 64
Proteina / ratén SEQID
FQQDDAHIFCAMEQIEDEIK NO: 65

Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad

Tabla 4C
ThrRS1¢*

0s por espectrometria de masas

Tipo / Especie | Secuencia SEQ ID NO
Proteina/ratén | DOELYFFHELSPGSCFFLPKGAYIYNTLMEFIRSEYRKR fnggg

GFQEVVTPNIFNSRLWMTSGHWQHYSENMFSFEVEKE
QFALKPMNCPGHCLMFDHRPRSWRELPLRLADFGVLH
RNELSGALTGLTRVRRFOODDAHIFCAMEOIEDEIK

Tabla 4D
ThrRS1%?
Péptidos detectados por espectrometria de masas y pé  ptidos enlazadores deducidos
Tipo / Especie |Secuencia SEQ ID NO
i i GAYIYNTLMEFIR SEQ ID
Proteina / ratén NO: 67
Proteina / ratén SEYRKRGFQEVVTPNIFNSRLWMTSGHWQHYSENMFSF  |seqQ ID
EVEKEQFALKPMNCPGHCLMFDHRPRSWRELPLRLADF |NO: 68
GVLHRNELSGALTGLTRVRRFQQDDAHIFCAMEQIEDEI
KGCLDFLRTVYSVFGFSFKLNLSTRPEKFLGDIEIWNQA
EKQLENSLNEFGEKWELNPGDGAFY GPKIDIQIKDAIGR
YHQCATIQLDFQLPIRFNLTYVSHDGDDKKR
i ) PVIVHRAILGSVERMIAILTENYGG SEQ ID
Proteina / ratén NO: 69
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Tabla 4E
ThrRS1
Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad  0s por espectrometria de masas
Tipo / Especie |Secuencia SEQ ID NO
Proteina/raton | GAYIYNTLMEFIRSEYRKRGFQEVVTPNIFNSRLWMTSG [EQ 1D

HWQHYSENMFSFEVEKEQFALKPMNCPGHCLMFDHRP
RSWRELPLRLADFGVLHRNELSGALTGLTRVRRFQQDD
AHIFCAMEQIEDEIKGCLDFLRTVYSVFGFSFKLNLSTRP
EKFLGDIEIWNQAEKQLENSLNEFGEKWELNPGDGAFY
GPKIDIQIKDAIGRYHQCATIQLDFQLPIRFNLTYVSHDG
DDKKRPVIVHRAILGSVERMIAILTENYGG

Tabla 4F
ThrRS1
Péptidos detectados por espectrometria de masas 'y pé  ptidos enlazadores deducidos
Tipo / Especie | Secuencia SEQ ID NO
Proteina / ratdon | NELSGALTGLTR SEQ ID
NO: 71

Proteina/raton | yRRFQQDDAHIFCAMEQIEDEIKGCLDFLRTVYSVFGFS | 32012
FKLNLSTRPEKFLGDIEIWNQAEKQLENSLNEFGEKWEL |

NPGDGAFY GPKIDIQIKDAIGRYHQCATIQLDFQLPIRFN
LTYVSHDGDDKKRPVIVHRAILGSVERMIAILTENY GGK

WPFWLSPR
Proteina / ratén | QVMVVPVGPTCDEYAQK SEQID
NO: 73
Tabla 4G
ThrRS1
Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad  0s por espectrometria de masas
Tipo / Especie | Secuencia SEQ ID NO

Proteina/raton | NEY SGALTGLTR VRRFQQDDAHIFCAMEQIEDEIKGCLD N
FLRTVYSVFGFSFKLNLSTRPEKFLGDIEIWNQAEKQLE '
NSLNEFGEKWELNPGDGAFY GPKIDIQIKDAIGRYHQCA
TIQLDFQLPIRFNLTY VSHDGDDKKRPVIVHRAILGSVER
MIAILTENYGGKWPFWLSPROQVMVVPVGPTCDEYAQK

Tabla 4H
ThrRs1¢
Péptidos detectados por espectrometria de masas y pé  ptidos enlazadores deducidos
Tipo / Especie | Secuencia SEQ ID NO
Proteina / raton | NELSGALTGLTR SEQID
NO: 75
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Proteina/raton | VRRFQQDDAHIFCAMEQIEDEIKGCLDFLRTVYSVFGFS  |SEQD
FKLNLSTRPEKFLGDIEIWNQAEKQLENSLNEFGEK WEL '
NPGDGAFYGPKIDIQIKDAIGRYHQCATIQLDFQLPIRFN
LTYVSHDGDDKKRPVIVHRAILGSVER

Proteina / raton | MIAILTENYGGK SEQ ID

NO: 77

Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad

Tabla 4l
ThrrRs1 <

0s por espectrometria de masas

Tipo / Especie | Secuencia SEQ ID NO
Proteina/raton | NELSGALTGLTRVRRFQQDDAHIFCAMEQIEDEIKGCLD | 350°

FLRTVYSVFGFSFKLNLSTRPEKFLGDIEIWNQAEKQLE
NSLNEFGEKWELNPGDGAFYGPKIDIQIKDAIGRYHQCA
TIQLDFQLPIRFNLTY VSHDGDDKKRPVIVHRAILGSVER
MIAILTENYGGK

Péptidos detectados por espectrometria de masas y pé

Tabla 4J
ThrRS1°®

ptidos enlazadores deducidos

Tipo / Especie | Secuencia SEQ ID NO
Proteina / ratén | |YGISFPDPK SEQ ID
NO: 79
Proteina [raion | 1| KEWEKFQEEAKNRDHRKIGRDQELYFFHELSPGSCFF  |JEQD
LPKGAYIYNTLMEFIRSEYRKR '
Proteina / ratén | GFQEVVTPNIFNSR SEQ ID
NO: 81
Proteina [raion | | WMTSGHWQHY SENMFSFEVEKEQFALKPMNCPGHCL 39D
MFDHRPRSWRELPLRLADFGVLHRNELSGALTGLTRVR '
RFQQDDAHIFCAMEQIEDEIKGCLDFLRTVYSVFGFSFK
LNLSTRPEKFLGDIEIWNQAEKQLENSLNEFGEKWELNP
GDGAFYGPKIDIQIKDAIGRYHQCATIQLDFQLPIRFNLT
YVSHDGDDKKRPVIVHRAILGSVER
Proteina / raton | MIAILTENYGGK SEQ ID
NO: 83

Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad

Tabla 4K
ThrRS1®

0s por espectrometria de masas

Tipo / Especie

Secuencia

SEQ ID NO
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Proteina / raton

NYGGK

IY GISFPDPK] LKEWEKFQEEAKNRDHRKIGRDQELYFF
HELSPGSCFFLPKGAYIYNTLMEFIRSEYRKRGFQEVVT
PNIFNSRL WMTSGHWQHY SENMFSFEVEKEQFALKPM
NCPGHCLMFDHRPRSWRELPLRLADFGVLHRNELSGAL
TGLTRVRRFQQDDAHIFCAMEQIEDEIKGCLDFLRTVYS
VFGFSFKLNLSTRPEKFLGDIEIWNQAEKQLENSLNEFG
EKWELNPGDGAFYGPKIDIQIKDAIGRYHQCATIQLDFQ
LPIRFNLTYVSHDGDDKKRPVIVHRAILGSVERMIAILTE

SEQID
NO: 84

Polipéptidos de AARS y transcritos alternativos ident

Tabla 5

ificados mediante secuenciacion profunda

Nombre

Tipo / Especie /
Restos

Secuencias de aminoa cidos y de acido nucleico

SEQID
NO

ThrRS1°

Proteina / Humano /
600-723

MIAILTENY GGKWPFWLSPRQVMVVPVGPT
CDEYAQKVRQQFHDAKFMADIDLDPGCTL
NKKIRNAQLAQYNFILVVGEKEKISGTVNIR
TRDNKVHGERTISETIERLQQLKEFRSKQAE
EEF

SEQID
NO: 85

ThrRS1°

ADN / Humano

ATGATTGCTATCCTCACAGAAAACTATGG
GGGCAAATGGCCCTTTTGGCTGTCCCCTC

GCCAGGTAATGGTAGTTCCAGTGGGACCA
ACCTGTGATGAATATGCCCAAAAGGTACG
ACAACAATTCCACGATGCCAAATTCATGG
CAGACATTGATCTGGATCCAGGCTGTACA

SEQID
NO: 86

TTGAATAAAAAGATTCGAAATGCACAGTT
AGCACAGTATAACTTCATTTITAGTTGTTGG
TGAAAAAGAGAAAATCAGTGGCACTGTTA
ATATCCGCACAAGAGACAATAAGGTCCAC
GGGGAACGCACCATTTCTGAAACTATCGA
GCGGCTACAGCAGCTCAAAGAGTTCCGCA
GCAAACAGGCAGAAGAAGAATTTTAA
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ThrRS1¢’

Proteina / Humano /
1-19 + 47-723

MFEEKASSPSGKMGGEEKPLNPWPEYIYTR
LEMYNILKAEHDSILAEKAEKDSKPIKVTLP
DGKQVDAESWKTTPYQIACGISQGLADNTV
JAKVNNVVWDLDRPLEEDCTLELLKFEDEE
AQAVYWHSSAHIMGEAMERVYGGCLCYGP
PIENGFYYDMYLEEGGVSSNDFSSLEALCKK
NNKEKQAFERLEVKKETLLAMFKYNKFKCRI
LNEKVNTPTTTVYRCGPLIDLCRGPHVRHT
GKIKALKIHKNSSTYWEGKADMETLQRIYGI
SFPDPKMLKEWEKFQEEAKNRDHRKIGRDQ
ELYFFHELSPGSCFFLPKGAYIYNALIEFIRSE
YRKRGFQEVVTPNIFNSRLWMTSGHWQHY
SENMFSFEVEKELFALKPMNCPGHCLMFDH
RPRSWRELPLRLADFGVLHRNELSGALTGL
TRVRRFQQDDAHIFCAMEQIEDEIKGCLDFL
RTVYSVFGFSFKLNLSTRPEKFLGDIEVWDQ
AEKQLENSLNEFGEKWELNSGDGAFY GPKI
DIQIKDAIGRYHQCATIQLDFQLPIRFNLTYV
SHDGDDKKRPVIVHRAILGSVERMIAILTEN
YGGKWPFWLSPRQVMVVPVGPTCDEYAQK
VRQQFHDAKFMADIDLDPGCTLNKKIRNAQ
LAQYNFILVVGEKEKISGTVNIRTRDNKVHG
ERTISETIERLOOLKEFRSKOQAEEEF

SEQID
NO: 87

ThrRS1¢’

ADN / Humano

ATGTTTGAGGAGAAGGCCAGCAGTCCTTC
AGGGAAGATGGGAGGCGAGGAGAAGCCG
TTGAATCCTTGGCCTGAATATATTTACACA
CGTCTTGAGATGTATAATATACTAAAAGC
AGAACATGATTCCATTCTGGCAGAAAAGG
CAGAAAAAGATAGCAAGCCAATTAAAGT
CACTTTGCCTGATGGTAAACAGGTTGATG
CGGAATCTTGGAAAACTACACCATATCAA
ATTGCCTGTGGAATTAGTCAAGGCCTGGC
CGACAACACCGTTATTGCTAAAGTAAATA
ATGTTGTGTGGGACCTGGACCGCCCTCTG
GAAGAAGATTGTACCTTGGAGCTTCTCAA
GTTTGAGGATGAGGAAGCTCAGGCAGTGT
ATTGGCACTCTAGTGCTCACATAATGGGT

SEQID
NO: 88
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GAAGCCATGGAAAGAGTCTATGGTGGATG
TTTATGCTACGGTCCGCCAATAGAAAATG
GATTCTATTATGACATGTACCTCGAAGAA
GGGGGTGTGTCTAGCAATGATTTCTCTTCT
CTGGAGGCTTTGTGTAAGAAAATCATTAA
AGAAAAACAAGCTTTTGAAAGACTGGAA
GTTAAGAAAGAAACTTTACTGGCAATGTT
TAAGTACAACAAGTTCAAATGCCGGATAT
TGAATGAAAAGGTGAATACTCCAACTACC
ACAGTCTATAGATGTGGCCCTTTGATAGA
TCTCTGCCGGGGTCCTCATGTTAGACACA
CGGGCAAAATTAAGGCTTTAAAAATACAC
AAAAATTCCTCCACGTACTGGGAAGGCAA
AGCAGATATGGAGACTCTCCAGAGAATTT
ATGGCATTTCATTCCCAGATCCTAAAATGT
TGAAAGAGTGGGAGAAGTTCCAAGAGGA
AGCTAAAAACCGAGATCATAGGAAAATTG
GCAGGGACCAAGAACTATATTTCTTTCAT
GAACTCAGCCCTGGAAGTTGCTTTTITICTG
CCAAAAGGAGCCTACATTTATAATGCACT
TATTGAATTCATTAGGAGCGAATATAGGA
AAAGAGGATTCCAGGAGGTAGTCACCCCA
AACATCTTCAACAGCCGACTCTGGATGAC
CTCGGGCCACTGGCAGCACTACAGCGAGA
ACATGTTCTCCTTTGAGGTGGAGAAGGAG
CTGTTTGCCCTGAAACCCATGAACTGCCC
AGGACACTGCCTTATGTTTGATCATCGGC
CAAGGTCCTGGCGAGAACTGCCTCTGCGG
CTAGCTGATTTTGGGGTACTTCATAGGAA
CGAGCTGTCTGGAGCACTCACAGGACTCA
CCCGGGTACGAAGATTCCAACAGGATGAT
GCTCACATATTCTGTGCCATGGAGCAGAT
TGAAGATGAAATAAAAGGTTGTTTGGATT
TTCTACGTACGGTATATAGCGTATTTGGAT
TITCTTTTAAACTAAACCTTTCTACTCGCC
CGGAAAAATTCCTTGGAGATATCGAAGTA
TGGGATCAAGCTGAGAAACAACTTGAAAA
CAGTCTGAATGAATTTGGTGAAAAGTGGG
AGTTAAACTCTGGAGATGGAGCTTTCTAT
GGCCCAAAGATTGACATACAGATTAAAGA
TGCGATTGGGCGGTACCACCAGTGTGCAA
CCATCCAGCTGGATTTCCAGTTGCCCATCA
GATTTAATCTTACTTATGTAAGCCATGATG
GTGATGATAAGAAAAGGCCAGTGATTGTT
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CATCGAGCCATCTTGGGATCAGTGGAAAG
AATGATTGCTATCCTCACAGAAAACTATG
GGGGCAAATGGCCCTTTITGGCTGTCCCCT
CGCCAGGTAATGGTAGTTCCAGTGGGACC
AACCTGTGATGAATATGCCCAAAAGGTAC
GACAACAATTCCACGATGCCAAATTCATG
GCAGACATTGATCTGGATCCAGGCTGTAC
ATTGAATAAAAAGATTCGAAATGCACAGT
TAGCACAGTATAACTTCATTTTAGTTGTTG
GTGAAAAAGAGAAAATCAGTGGCACTGTT
AATATCCGCACAAGAGACAATAAGGTCCA
CGGGGAACGCACCATTTCTGAAACTATCG
AGCGGCTACAGCAGCTCAAAGAGTTCCGC
AGCAAACAGGCAGAAGAAGAATTTTAA

ThrRS1®

Proteina / Humano /
161-723

MGEAMERVYGGCLCYGPPIENGFYYDMYL
EEGGVSSNDFSSLEALCKKIIKEKQAFERLE
VKKETLLAMFK YNKFKCRILNEKVNTPTTT
VYRCGPLIDLCRGPHVRHTGKIKALKIHKNS
STYWEGKADMETLQRIYGISFPDPKMLKEW
EKFQEEAKNRDHRKIGRDQELYFFHELSPGS
CFFLPKGAYITYNALIEFIRSEYRKRGFQEVVT
PNIFNSRLWMTSGHWQHYSENMFSFEVEKE
LFALKPMNCPGHCLMFDHRPRSWRELPLRL
ADFGVLHRNELSGALTGLTRVRRFQQDDAH
IFCAMEQIEDEIKGCLDFLRTVYSVFGFSFKL
NLSTRPEKFLGDIEVWDQAEKQLENSLNEF
GEKWELNSGDGAFYGPKIDIQIKDAIGRYHQ
CATIQLDFQLPIRFNLTYVSHDGDDKKRPVI
VHRAILGSVERMIAILTENY GGKWPFWLSPR
QVMVVPVGPTCDEY AQKVRQQFHDAKFM
ADIDLDPGCTLNKKIRNAQLAQYNFILVVGE
KEKISGTVNIRTRDNKVHGERTISETIERLQQ
LKEFRSKOAEEEF ‘

SEQID
NO: 89

ThrRS1®

ADN / Humano

ATGGGTGAAGCCATGGAAAGAGTCTATGG
TGGATGTTTATGCTACGGTCCGCCAATAG
AAAATGGATTCTATTATGACATGTACCTC
GAAGAAGGGGGTGTGTCTAGCAATGATTT.
CTCTTCTCTGGAGGCTTTGTGTAAGAAAAT
CATTAAAGAAAAACAAGCTTTTGAAAGAC
TGGAAGTTAAGAAAGAAACTTTACTGGCA
ATGTTTAAGTACAACAAGTTCAAATGCCG
GATATTGAATGAAAAGGTGAATACTCCAA
CTACCACAGTCTATAGATGTGGCCCTTTG
ATAGATCTCTGCCGGGGTCCTCATGTTAG

SEQID
NO: 90
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ACACACGGGCAAAATTAAGGCTTTAAAAA
TACACAAAAATTCCTCCACGTACTGGGAA
'GGCAAAGCAGATATGGAGACTCTCCAGAG
AATTTATGGCATTTCATTCCCAGATCCTAA
AATGTTGAAAGAGTGGGAGAAGTTCCAAG
AGGAAGCTAAAAACCGAGATCATAGGAA
AATTGGCAGGGACCAAGAACTATATTTCT
TTCATGAACTCAGCCCTGGAAGTTGCTTTT
TTCTGCCAAAAGGAGCCTACATTTATAAT
GCACTTATTGAATTCATTAGGAGCGAATA
TAGGAAAAGAGGATTCCAGGAGGTAGTC
ACCCCAAACATCTTCAACAGCCGACTCTG
GATGACCTCGGGCCACTGGCAGCACTACA
GCGAGAACATGTTCTCCTTTGAGGTGGAG
AAGGAGCTGTTTGCCCTGAAACCCATGAA
CTGCCCAGGACACTGCCTTATGTTTGATCA
TCGGCCAAGGTCCTGGCGAGAACTGCCTC
TGCGGCTAGCTGATTTTGGGGTACTTCATA
GGAACGAGCTGTCTGGAGCACTCACAGGA
CTCACCCGGGTACGAAGATTCCAACAGGA
TGATGCTCACATATTCTGTGCCATGGAGC
AGATTGAAGATGAAATAAAAGGTTGTTTG
GATTTTCTACGTACGGTATATAGCGTATTT
GGATTTTCTTTTAAACTAAACCTTTCTACT
CGCCCGGAAAAATTCCTTGGAGATATCGA
AGTATGGGATCAAGCTGAGAAACAACTTG
AAAACAGTCTGAATGAATTTGGTGAAAAG
TGGGAGTTAAACTCTGGAGATGGAGCTTT
CTATGGCCCAAAGATTGACATACAGATTA
AAGATGCGATTGGGCGGTACCACCAGTGT
GCAACCATCCAGCTGGATTTCCAGTTGCC
CATCAGATTTAATCTTACTTATGTAAGCCA
TGATGGTGATGATAAGAAAAGGCCAGTGA
TTGTTCATCGAGCCATCTTGGGATCAGTG
GAAAGAATGATTGCTATCCTCACAGAAAA
CTATGGGGGCAAATGGCCCTTTTGGCTGT
CCCCTCGCCAGGTAATGGTAGTTCCAGTG
GGACCAACCTGTGATGAATATGCCCAAAA
GGTACGACAACAATTCCACGATGCCAAAT
TCATGGCAGACATTGATCTGGATCCAGGC
TGTACATTGAATAAAAAGATTCGAAATGC
ACAGTTAGCACAGTATAACTTCATTTTAGT
TGTTGGTGAAAAAGAGAAAATCAGTGGCA
CTGTTAATATCCGCACAAGAGACAATAAG

GTCCACGGGGAACGCACCATTTCTGAAAC
TATCGAGCGGCTACAGCAGCTCAAAGAGT
TCCGCAGCAAACAGGCAGAAGAAGAATTT

TAA
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Tabla 5B
Uniones de corte y empalme Unicas de polipéptidos d e AARS
Nombre Tipo / Secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos en la p roximidad de la |SEQ ID
Especie union de corte y empalme Unica NO
TI-AS02 1ADN/ | CCGAGATCATAGGAAAATTGGCAGGI|CCA OOl
TGATGGTGATGATAAGAAAAGG
Proteina / N/A SEQID
Humano / NO: 92
TLASOS \ADNT | GAAGATGGGAGGCGAGGAGAAGCCGITTG N
AATCCTTGGCCTGAATATATTT
Proteina / KMGGEEKPLNPWPEYI SEQID
Humano / NO: 94
TI-AS0s JADN/ | CATATCAAATTGCCTGTGGAATTAG|GTGT N
ATTGGCACTCTAGTGCTCACA
Proteina / N/A SEQID
Humano / NO: 96
Tabla 6
Polipéptidos y acidos nucleicos de AARS identificados mediante bioinformatica
Nombre Tipo / Especie / Rest os Secuencias de aminoacidos y de acido SEQ ID NO:
nucleico
Polipéptidos de AARS internos: (Tablas 7, 8 y 9)
Tabla 7A
Polipéptidos de AARS identificados por EM
Nombre Tipo / Especie / Secuencias de aminoacidos y de acido nucleico SEQ ID NO
Restos
ThrRS1" | Proteina/ Humano / SEQID
s EEAQAVYWHSSAHIMGEAMERVYGGCLCY  |35°'0

GPPIENGFYYDMYLEEGGVSSNDFSSLEALC
KKIIKEKQAFERLEVKKETLLAMFKYNKFK
CRILNEKVNTPTTTVYRCGPLIDLCRGPHVR
HTGKIKALKIHKNSSTYWEGKADMETLQRI
YGISFPDPKMLKEWEKFQEEAKNRDHRKIG

RDQELYFFHELSPGSCFFLPKGAYTYNALIEF
TRSEYRKRGFQEVVTPNIFNSRLWMTSGHW
QHYSENMFSFEVEKELFALKPMNCPGHCL
MFDHRPRSWRELPLRLADFGVLHRNELSGA
LTGLTRVRRFQQDDAHIFCAMEQIEDEIKGC
LDFLRTVYSVEGFSFKLNLSTRPEKFLGDIE
VWDQAEKQLENSLNEFGEK WELNSGDGAF
YGPKIDIQIKDAIGRYHQCATIQLDFQLPIRF
NLTYVSHDGDDKKRPVIVHRAILGSVERMI
AILTENYGGKWPFWLSPRO
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ThrrRS1"

ADN / Humano /

GAGGAAGCTCAGGCAGTGTATTGGCACTC
TAGTGCTCACATAATGGGTGAAGCCATGG
AAAGAGTCTATGGTGGATGTTTATGCTAC
GGTCCGCCAATAGAAAATGGATTCTATTA
TGACATGTACCTCGAAGAAGGGGGTGTGT
CTAGCAATGATTTCTCTTCTCTGGAGGCTT
TGTGTAAGAAAATCATTAAAGAAAAACA
AGCTTTTGAAAGACTGGAAGTTAAGAAAG
AAACTTTACTGGCAATGTTTAAGTACAAC
AAGTTCAAATGCCGGATATTGAATGAAAA
GGTGAATACTCCAACTACCACAGTCTATA
GATGTGGCCCTTTGATAGATCTCTGCCGG
GGTCCTCATGTTAGACACACGGGCAAAAT
TAAGGCTTTAAAAATACACAAAAATTCCT
CCACGTACTGGGAAGGCAAAGCAGATAT
GGAGACTCTCCAGAGAATTTATGGCATTT
CATTCCCAGATCCTAAAATGTTGAAAGAG
TGGGAGAAGTTCCAAGAGGAAGCTAAAA
ACCGAGATCATAGGAAAATTGGCAGGGA
CCAAGAACTATATTTCTTTCATGAACTCA
GCCCTGGAAGTTGCTTTTTTCTGCCAAAA
GGAGCCTACATTTATAATGCACTTATTGA
ATTCATTAGGAGCGAATATAGGAAAAGA
GGATTCCAGGAGGTAGTCACCCCAAACAT
CTTCAACAGCCGACTCTGGATGACCTCGG
GCCACTGGCAGCACTACAGCGAGAACAT
GTTCTCCTTTGAGGTGGAGAAGGAGCTGT
TTGCCCTGAAACCCATGAACTGCCCAGGA
CACTGCCTTATGTTTGATCATCGGCCAAG

GTCCTGGCGAGAACTGCCTCTGCGGCTAG

CTGATTTTGGGGTACTTCATAGGAACGAG
CTGTCTGGAGCACTCACAGGACTCACCCG
GGTACGAAGATTCCAACAGGATGATGCTC
ACATATTCTGTGCCATGGAGCAGATTGAA

SEQID
NO: 116
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GATGAAATAAAAGGTTGTTTGGATTTTCT
ACGTACGGTATATAGCGTATTTGGATTTT
CTTTTAAACTAAACCTTTCTACTCGCCCGG
AAAAATTCCTTGGAGATATCGAAGTATGG
GATCAAGCTGAGAAACAACTTGAAAACA
GTCTGAATGAATTTGGTGAAAAGTGGGAG
TTAAACTCTGGAGATGGAGCTTTCTATGG
CCCAAAGATTGACATACAGATTAAAGATG
CGATTGGGCGGTACCACCAGTGTGCAACC
ATCCAGCTGGATTTCCAGTTGCCCATCAG
ATTTAATCTTACTTATGTAAGCCATGATG
GTGATGATAAGAAAAGGCCAGTGATTGTT
CATCGAGCCATCTTGGGATCAGTGGAAAG
AATGATTGCTATCCTCACAGAAAACTATG
GGGGCAAATGGCCCTTTTGGCTGTCCCCT
CGCCAG

Péptidos detectados por espectrometria de masas y pé

Tabla 7B
ThrRS1"

ptidos enlazadores deducidos

Tipo /
Especie

Secuencia

SEQ ID NO

Proteina /
ratéon

EFEDAFPADFIAEGIDQTR

SEQ ID
NO: 117

Proteina /
ratéon

GWFYTLLVLATALFGQPPFK

SEQ ID
NO: 118

Proteina /
ratéon

NVIVNGLILASDGQK

SEQID
NO: 119

Proteina /
ratéon

MSKRKKNYPDPVSIIDKYGADALRLYLINSPVVRAENL

RFKEEGVRDVLKDVLLPWYNAYRFFIQNVFRLHKEEEV
KFLYNEHTVRESPNITDRWVLSFMQSLLGFFETEMAAY
RLYTVVPRLVKFVDILTNWYVRMNRRRLKGESGVEDC
VMALETLFSVLLSLCRLMAPYTPFLTELMYQNLKLLIDP
ASLRDKDTLSIHYLMLPRVREELIDKK TENAVSRMQSVI
ELGRVIRDRKTIPIKYPLKEIVVIHQDPEALEDIRSLEKYII
EELNVRKVTLSTDKNKYGIRLRAEPDHMVLGKRLKGA

FKAVMMAIKRLSNEELERFQKSGSIVVEGHELHEEDIRL
MYTFDQATGGTAQFEAHSDAQALVLLDVTPDQSMVDE
GMAREVINRIQKLRKKCNLVPTDEITVYYNAKSEGRYL

NNVIESHTDFVFATIK

SEQID
NO: 120

Proteina /
ratéon

APLKPYPVPTSDNILIQEQTQLK

SEQ ID
NO: 121
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Tabla 7C
Thrrs1"
Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad  os por espectrometria de masas
Tipo / Secuencia SEQ ID NO
Especie

f;t%tne"na/ EFEDAFPADFIAEGIDQTRGWFYTLLVLATALFGQPPFK ﬁg‘?l'gz
NVIVNGLILASDGQKMSKRKKNYPDPVSIIDKYGADAL '
RLYLINSPVVRAENLRFKEEGVRDVLKDVLLPWYNAYR
FFIQNVFRLHKEEEVKFLYNEHTVRESPNITDRWVLSFM
QSLLGFFETEMAAYRLYTVVPRLVKFVDILTNWYVRM
NRRRLKGESGVEDCVMALETLFSVLLSLCRLMAPYTPF
LTELMYQNLKLLIDPASLRDKDTLSIHYLMLPRVREELI
DKKTENAVSRMQSVIELGRVIRDRKTIPIKYPLKEIVVIH
QDPEALEDIRSLEK YIIEELNVRKVTLSTDKNKYGIRLRA
EPDHMVLGKRLKGAFKAVMMAIKRLSNEELERFQKSG
SIVVEGHELHEEDIRLMYTFDQATGGTAQFEAHSDAQA
LVLLDVTPDQSMVDEGMAREVINRIQKLRKKCNLVPTD
EITVYYNAKSEGRYLNNVIESHTDFVFATIKAPLKPYPV

PTSDNILIOEOTOLK
Tabla 8
Polipéptidos de AARS y transcritos alternativos ident ificados mediante secuenciacion profunda
Nombre Tipo / Especie / Restos Secuencias de aminoacidos y de acido SEQ ID NO
nucleico
Tabla 8B

Uniones de corte y empalme Unicas de polipéptidos d e AARS

Nombre | Tipo / Especie Secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos en la p roximidad |SEQ ID NO
de la unién de corte y empalme Unica

Tabla 9
Polipéptidos y acidos nucleicos de AARS identificados mediante bioinformatica
Nombre Tipo / Especie / Restos Secuencias de aminoacidos y de acido SEQ ID NO
nucleico

Los "fragmentos de proteina" o la secuencia de aminoacidos de los fragmentos de proteina, tales como los
fragmentos proteoliticos o los fragmentos variantes de corte y empalme, pueden caracterizarse, identificarse o
derivarse de acuerdo con diversas técnicas. Por ejemplo, las variantes de corte y empalme pueden identificarse
mediante técnicas, tales como secuenciacion profunda (véase, por ejemplo, Xing et al., RNA. 14:1470-1479, 2008; y
Zhang et al., Genome Research. 17:503-509, 2007). A modo de ejemplo adicional, pueden identificase fragmentos
de proteina, tales como fragmentos proteoliticos in vitro, tal como incubando polipéptidos de AARS de longitud
completa u otros con proteasas seleccionadas o pueden identificarse de manera enddgena (por ejemplo, in vivo). En
determinadas realizaciones, pueden generarse o identificarse fragmentos de proteina, tales como fragmentos
proteoliticos enddgenos, por ejemplo, expresando de manera recombinante polipéptidos de AARS de longitud
completa u otros en un microorganismo o célula eucariota seleccionada que se ha modificado para que contenga
una 0 mas proteasas seleccionadas 0 que contiene naturalmente una 0 mas proteasas que son capaces de actuar
en un polipéptido AARS seleccionado y aislar y caracterizar los fragmentos de proteina producidos por las mismas.

En determinadas realizaciones, pueden generarse o identificarse fragmentos de proteina, tales como fragmentos
proteoliticos enddégenos (por ejemplo, de origen natural), por ejemplo, a partir de varias fracciones celulares (por
ejemplo, citosélicas, membrana, nucleares) y/o medio de crecimiento de diversos tipos celulares, incluyendo, por
ejemplo, células inmunitarias, tales como monocitos, células dendriticas, macréfagos (por ejemplo, macréfagos RAW
264.7), neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos y linfocitos, tales como células B y células T (por ejemplo, células CD4+
colaboradoras y CD8+ citoliticas), incluyendo células T primarias y lineas de células T, tal como células T Jurkat, asi
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como linfocitos citoliticos naturales (NK).

En determinadas realizaciones, pueden identificarse fragmentos de proteina, tales como fragmentos proteoliticos
enddgenos, generados de cualquier modo, mediante técnicas, tales como espectrometria de masas o técnicas
equivalentes. Una vez que se ha generado o identificado un fragmento de proteina identificado in vitro o0 de manera
enddgena, puede mapearse 0 secuenciarse y, por ejemplo, clonarse en un vector de expresion para su produccion
recombinante o producirse de manera sintética.

Pueden emplearse una gran variedad de proteasas para producir, identificar, derivar o caracterizar la secuencia de
fragmentos de proteina AARS, tales como fragmentos proteoliticos. En general, las proteasas se clasifican
normalmente segun tres criterios principales: (i) la reaccién catalizada, (ii) la naturaleza quimica del sitio catalitico e
(iii) la relacién evolutiva, revelada por la estructura. Los ejemplos generales de proteasas o proteinasas, clasificadas
por el mecanismo de catdlisis, incluyen aspartico proteasas, serina proteasas, cisteina proteasas y metaloproteasas.

La mayor parte de las aspartico proteasas pertenecen a la familia de pepsina. Esta familia incluye las enzimas
digestivas, tales como pepsina y quimiosina, asi como las catepsinas D lisosémicas y enzimas de procesamiento,
tales como renina y determinadas proteasas fangicas (por ejemplo, penicilopepsina, rhizopuspepsina,
endotiapepsina). Una segunda familia de aspartico proteasas incluye proteinasas viricas, tales como la proteasa del
virus del SIDA (VIH), también denominada retropepsina.

Las serina proteasas incluyen dos familias distintas. En primer lugar, la familia de quimiotripsina, que incluye las
enzimas de mamifero tales como quimiotripsina, tripsina, elastasa y calicreina y en segundo lugar, la familia de
subtilisina, que incluye las enzimas bacterianas, tales como subtilisina. La estructura en 3D general entre estas dos
familias es diferente, pero tienen la misma geometria de sitio activo y la catélisis se produce mediante el mismo
mecanismo. Las serina proteasas muestran diferentes especificidades de sustrato, diferencias que estan
relacionadas principalmente con sustituciones de aminoacidos en los diversos subsitios enzimaticos (sitios que
interactian con resto de sustrato). Algunas serina proteasas tienen un sitio de interaccion extendido con el sustrato
mientras que otros tienen una especificidad que esta restringida al resto de sustrato P1.

Esta familia de cisteina proteasa incluye las proteasas vegetales, tales como papaina, actinidina y bromelaina, varias
catepsinas lisosémicas de mamifero, las calpainas citosoélicas (activadas por calcio), asi como varias proteasas
parasiticas (por ejemplo, Trypanosoma, Schistosoma). La papaina es el arquetipo y el miembro mejor estudiado de
la familia. La reciente dilucidacion de la estructura de rayos X de la enzima convertidora de interleucina-1-beta ha
revelado un nuevo tipo de plegamiento para las cisteina proteinasas.

Las metaloproteasas son una de las clases de proteasas mas antiguas, encontradas en bacterias, hongos y
organismos superiores. Difieren ampliamente en cuanto a sus secuencias y estructuras 3D, pero la gran mayoria de
las enzimas contienen un atomo de cinc que es cataliticamente activo. En algunos casos, el cinc puede
reemplazarse por otro metal, tal como cobalto o niquel sin pérdida de actividad proteolitica. La termolisina bacteriana
se ha caracterizado bien y su estructura cristalografica indica que el cinc esta unido mediante dos histidinas y un
acido glutamico. Muchas metaloproteasas contiene el motivo de secuencia HEXXH, que proporciona dos ligandos de
histidina para el cinc. El tercer ligando es un &cido glutamico (termolisina, neprilisina, alanil aminopeptidasa) o una
histidina (astacina, serralisina).

Las proteasas ilustrativas incluyen, por ejemplo, acromopeptidasa, aminopeptidasa, ancrod, enzima convertidora de
angiotensina, bromelaina, calpaina, calpaina |, calpaina Il, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B, carboxipeptidasa
G, carboxipeptidasa P, carboxipeptidasa W, carboxipeptidasa Y, caspasa 1, caspasa 2, caspasa 3, caspasa 4,
caspasa 5, caspasa 6, caspasa 7, caspasa 8, caspasa 9, caspasa 10, caspasa 11, caspasa 12, caspasa 13,
catepsina B, catepsina C, catepsina D, catepsina E, catepsina G, catepsina H, catepsina L, quimiopapaina, quimasa,
quimiotripsina, clostripaina, colagenasa, C1lr de complemento, Cls de complemento, factor D de complemento,
factor | de complemento, cucumisina, dipeptidil peptidasa IV, elastasa (leucocitos), elastasa (pancreatica),
endoproteinasa Arg-C, endoproteinasa Asp-N, endoproteinasa Glu-C, endoproteinasa Lys-C, enterocinasa, factor
Xa, ficina, furina, granzima A, granzima B, proteasa del VIH, IGasa, calicreina tisular, leucina aminopeptidasa
(general), leucina aminopeptidasa (citosol), leucina aminopeptidasa (microsémica), metaloproteasa, metionina
aminopeptidasa, neutrasa, papaina, pepsina, plasmina, prolidasa, pronasa E, antigeno especifico de prostata,
proteasa alcalofila de Streptomyces griseus, proteasa de Aspergillus, proteasa de Aspergillus saitoi, proteasa de
Aspergillus sojae, proteasa (B. licheniformis) (alcalina o alcalasa), proteasa de Bacillus polymyxa, proteasa de
Bacillus sp, proteasa de Rhizopus sp., proteasa S, proteasomas, proteinasa de Aspergillus oryzae, proteinasa 3,
proteinasa A, proteinasa K, proteina C, piroglutamato aminopeptidasa, renina, renina, estreptocinasa, subtilisina,
termolisina, trombina, activador del plasmindgeno tisular, tripsina, triptasa y urocinasa.

Determinadas realizaciones se refieren a polipéptidos AARS aislados, que comprenden, consisten esencialmente en
0 consisten en secuencias de aminoacidos que se han derivado de fragmentos de polipéptido de AARS enddégenos
de origen natural y a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos fragmentos y métodos de uso de los
mismos. Pueden generarse o identificarse estas realizaciones y otras relacionadas in vivo, ex vivo, y/o in vitro. En
determinadas realizaciones in vitro preferidas, se generan o identifican fragmentos proteoliticos de AARS incubando
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un polipéptido de AARS, tal como un polipéptido de AARS de longitud completa, con una o mas proteasas humanas
aisladas, principalmente aquellas proteasas que son enddgenas o naturales para seres humanos, tales como
elastasa y otras descritas en el presente documento y conocidas en la técnica. Otras realizaciones se refieren a
polipéptidos AARS aislados, que comprenden, consisten esencialmente en o consisten en secuencias de
aminoacidos que se han derivado de variantes de corte y empalme de AARS enddgenas de origen natural y a
composiciones farmacéuticas que comprenden dichos fragmentos y métodos de uso de los mismos. Esencialmente,
el fragmento de proteina AARS puede aislarse de muestras que se han expuesto a proteasas, ya sea in vivo 0 in
vitro.

En determinadas realizaciones, pueden identificarse fragmentos de proteina AARS mediante técnicas tales como
espectrometria de masas o0 técnicas equivalentes. Solo a titulo ilustrativo y sin limitacion, en determinadas
realizaciones pueden separarse los proteomas de diversos tipos celulares, tejidos o fluidos corporales de una serie
de estados fisioldgicos (por ejemplo, hipoxia, dieta, edad, enfermedad) o fracciones de los mismos mediante SDS-
PAGE en 1D y cortarse las bandas de gel a intervalos fijos; después de esto pueden digerirse opcionalmente las
bandas con una proteasa adecuada, tal como tripsina, para liberar los péptidos, que después pueden analizarse
mediante CL-EM/EM en fase reversa en 1D. Los datos protedmicos resultantes pueden integrarse en los
denominados peptografos, que representan, en el panel izquierdo, la cobertura de secuencia para una proteina dada
en la dimensién horizontal (del extremo N al C, de izquierda a derecha) frente a la migracion por SDS-PAGE en la
dimensién vertical (de elevado a bajo peso molecular, de arriba a abajo). Los fragmentos peptidicos especificos
pueden secuenciarse 0 mapearse. En determinadas realizaciones, el fragmento de referencia de AARS puede
caracterizarse por su peso molecular Unico, en comparacion, por ejemplo, con el peso molecular del AARS de
longitud completa correspondiente.

Como se ha indicado anteriormente, las realizaciones de la presente divulgacion incluyen los polipéptidos de AARS
expuestos en las tablas 1-3 o las tablas 4-6 o las tablas 7-9. También se incluyen "variantes" de los polipéptidos de
referencia de AARS. La expresion "variante" de polipéptido se refiere a polipéptidos que se distinguen respecto de
un polipéptido de AARS de referencia por la adicion, eliminacién y/o sustitucion de al menos un resto de aminoacido
y que normalmente retienen (por ejemplo, imitan) o modulan (por ejemplo, antagonizan) una o mas actividades no
canonicas de un polipéptido de AARS de referencia.

Ademas, las treonil ARNt sintetasas humanas incluyen varios cientos de formas polimoérficas altamente relacionadas
y se conoce en la técnica que estas son funcionalmente intercambiables, al menos parcialmente. Por lo tanto, seria
un hecho rutinario la seleccién de una variante de origen natural de treonil ARNt sintetasa, incluyendo, por ejemplo,
las formas polimorficas de un solo nucleétido enunciadas en la tabla A para crear un polipéptido de AARS que
contiene uno o mas cambios de aminoécidos, basandose en la secuencia de cualquiera de los homélogos, ortélogos
e isoformas de origen natural de los seres humanos, asi como otras especies de treonil ARNt sintetasa.

Tabla A
SNP de treonil ARNt sintetasa humana

N.° de referencia de Gen Bank | Cambio de nucleétido N.° de referencia de Gen Bank Camqu de

nucleétido
rs117847077 A/G rs3849683 GIT
rs117577672 AIG rs3849682 CIT
rs116809288 AIG rs3830415 -IGAA
rs116793555 A/G rs3777083 CIT
rs116686295 AIG rs3777082 CIT
rs116583264 CIT rs3777081 CIT
rs116548419 AIC rs3777080 AIC
rs116483994 AT rs3777079 CIT
rs116483298 AT rs3777078 CIT
rs116477391 A/G rs3777077 C/G
rs116390906 CIT rs3777076 CIG
rs116389220 CIT rs3777075 C/G
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rs116202547 CIT rs3777074 AlC
rs116175137 CIT rs3777073 CIT
rs116106015 AIG rs3765147 AIG
rs116034587 AIT rs3765146 CIT
rs115949173 AIG rs3765145 AIG
rs115916716 AIG rs3765144 AIG
rs115854398 AIG rs3756664 AIG
rs115792337 AIG rs3756663 GIT
rs115791161 A/G rs3756662 A/G
rs115757567 CIT rs3756661 A/C
rs115722196 GIT rs3736393 A/G
rs115716728 GIT rs3215116 -ITT
rs115631256 A/C 1s2642669 A/C
rs115615283 CIT rs2642668 AIC
rs115606888 CIT rs2453288 AIC
rs115521824 CIT rs2304621 C/G
rs115457182 CIT rs2292015 AIT

rs115335493 CIT 1s2292014 A/G
rs115269494 A/C rs2270905 A/G
rs115142319 AIG rs2270904 AIG
rs115094360 CIT rs2270903 AIT

rs115022219 C/G rs2270902 CIT
rs114861363 AIG rs2164991 CIT
rs114781111 CIT rs1804513 GIT
rs114771001 C/IG rs1687511 AlC
rs114460446 CIT rs11960553 AIG
rs114430658 AIG rs11955289 AIG
rs114345473 C/IG rs11955272 C/IG
rs114325362 A/G rs11952399 A/G
rs114216008 CIT rsli747025 CIT
rs114076009 CIT rs11742862 AIC
rs114050082 AT rs11541416 A/G
rs113811412 A/G rs11457738 -IG
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rs113783190 CIT rs11422595 -IT
rs113761016 AIG rs11414360 -IT
rs113591967 AIG rs11383852 -IC
rs113541140 CIT rs11356243 -IT
rs113423654 CIT rs10941055 CIT
rs113336276 GIT rs9885230 AIC
rs113272480 CIT rs9686398 CIT
rs113224643 AIG rs7734078 CIT
rs113183080 AIG rs7705177 CIT
rs113177776 CIT rs6893613 AT
rs113130518 -IA rs6889780 A/G
rs112838270 A/G rs6887261 A/C
rs112825149 AIG rs6885094 AIC
rs112725208 CIT rs6884566 CIG
rs112715860 CIG rs6880623 AIG
rs112666038 GIT rs6880616 A/C
rs112663402 CIT rs6870521 CIT
rs112327269 CIG rs6866808 AIC
rs112295695 A/G rs6450991 A/G
rs112111323 AIG rs6450990 AIC
rs111991770 AIG rs5867191 -ICGCG
rs111989999 A/G rs5867190 -IT
rs111861274 A/C rs5867189 -IG
rs111820262 AIG rs5022546 GIT
rs111784154 GIT rs4867513 C/G
rs111754118 CIT rs4867512 CIT
rs111751492 CIT rs4421109 A/G
rs111627406 CIT rs4398642 CIT
rs111585777 AT 1s4267874 CIT
rs111524308 A/G rs1051211 CIT
rs111503761 AIG rs1051210 CIT
rs111244859 A/G rs35817175 -IG
rs80171437 A/C rs35558849 -IG
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rs80050750 GIT rs35375523 -IA
rs79877895 AT rs35331115 -IG
rs79826178 AIG rs35121278 -IT
rs79824382 AIG rs35079782 -ITT
rs79651403 -IT rs34910729 AIC
1s79630452 -IAA rs34875186 -ITTG
rs79607007 CIT rs34725061 -IT
rs79542443 GIT rs34715628 CIT
rs79519321 AIG rs34673293 -IT
rs79384125 AIG rs34630295 -IA
rs79338682 GIT rs34596299 -IA
rs79329976 CIG rs34580645 -IC
rs79122509 A/G rs34374932 -IG
rs79053234 C/G rs34334786 A/G
rs79032562 CIT rs33932086 -IT
rs78636333 CIT rs28475744 CIT
rs78609486 AIG rs28362597 CIT
rs78571879 CIT rs17565038 CIT
rs78521314 C/G rs17455135 A/G
rs78454230 -IAAG rs16891192 CIT
rs78347783 A/G rs16891189 A/G
rs78297441 CIT rs16891180 AIG
rs78207732 CIT rs16891143 CIT
rs78020132 A/G rs16891141 C/G
1s77972413 A/G rs16891129 A/G
rs77949355 -IT rs16891125 CIG
1s77756346 A/C rs13184927 AT
rs77571586 GIT rs13164529 A/G
rs77568569 A/G rs13154531 A/G
rs77381964 -ITTT rs12659798 CIT
1s77276541 A/G rs12522185 CIT
IS77257774 A/G rs12520517 A/G
rs77082161 GIT rs12517884 AIG
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rs77078848 GIT rs12188515 GIT
rs77025977 AIT rs12187755 CIT
rs77018010 cIT rs12187727 C/G
rs76879463 CIT rs12187715 A/C
rs76852333 GIT rs72737344 GIT
rs76795002 AT rs72737343 CIT
rs76751197 AIC rs72532932 -IGAA
1s76642289 A/G rs72532931 -IT
rs76371310 CIT rs72438851 -ITA
rs76365125 AIG 1s72422014 -ITATA
rs76360820 CIT rs72267455 -IAG
rs76116449 AIG rs72205520 -ITA
rs75998770 AIG rs72136033 -ITG
rs75982140 GIT rs72087182 -ITA
rs75786537 GIT 1s72062875 -ITT
1s75716245 GIT 1s71996427 -ITT
rs75690412 AIT rs71824161 -IT
rs75560674 AIT rs71801512 -IA
rs75334927 CIT rs71749653 -IT
rs75319890 CIT 1s71678725 -IGA
rs75309293 A/C rs71600909 -IGAA
rs75248757 AIG rs71600908 -IT
rs75238388 A/C rs67503660 -IT
rs75075633 AIG rs67450756 AIC
rs74889236 -ITT rs66916211 -ITT
1s74728320 CIT 1s66544947 -ITT
1s74618872 A/C 1s62351066 A/G
rs74417746 AIC rs62351065 AIG
rs74316832 CIT rs61734318 C/G
rs73758555 A/G rs60881601 -ITA
rs73758552 CIT rs60484211 GIT
rs73076308 C/G rs60163332 CIT
rs73076306 CIT rs59747499 A/G
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rs73074392 CIG rs59128488 AIT
rs73074385 A/G rs59078367 A/G
rs73074377 AIG rsb8771215 AIG
rs73074376 C/IG rs58510147 AIT
rs73074374 CIT rs58463740 AT
rs73074360 CIT rs56938839 A/G
rs73074357 CIT rs56718466 CIT
rs72737350 AIG rs55759090 AIC
rs72737349 AIG rs55749081 -IT
1s72737345 A/C rs35931457 -IT
rs1003000 CIT

rs893551 CIT

rs7261 A/G

rs3842066 -/AAC/CAA

rs4365842 -/CICACGTGI/T

rs10583985 -/CTCTCTCT

rs36102914 -ITAITATATA

rs57691465 STTTTTTT

rs59141272 -IATATATATAG

rs66723019 -IATATA/ATATATATAG

(571676557 (ELMINACION

1s67402626 STTTTTTT

1s71692029 EBEéJAN'\I:gé)(/:lON

rs78884891 -ICGCGTATA

En determinadas realizaciones, una variante de polipéptido se distingue de un polipéptido de referencia por una o
mas sustituciones, que pueden ser conservativas 0 no conservativas, tal como se describe en el presente
documento y se conoce en la técnica. En determinadas realizaciones, la variante de polipéptido comprende
sustituciones conservativas y, a este respecto, se entiende en la técnica que pueden cambiarse algunos
aminoacidos por otros con propiedades ampliamente similares sin cambiar la naturaleza de la actividad del
polipéptido.

En determinadas realizaciones, una variante de polipéptido incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos aproximadamente un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 mas de identidad o similitud de secuencia con una secuencia correspondiente de un
polipéptido de AARS de referencia, tal como se describe en el presente documento y retiene sustancialmente la
actividad no candnica de ese polipéptido de referencia. También se incluyen secuencias que difieren de las
secuencias de AARS de referencia por la adicion, eliminacion o sustitucion 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, 110, 120, 130, 140, 150 o mas aminoacidos pero que
mantienen las propiedades del polipéptido de AARS de referencia. En determinadas realizaciones, las adiciones o
eliminaciones de aminoéacidos se producen en el extremo C-terminal y/o el extremo N-terminal del polipéptido de
AARS de referencia. En determinadas realizaciones, las adiciones de aminoéacidos incluyen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
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10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50 o0 mas restos de tipo silvestre (es decir, del polipéptido de AARS
de longitud completa correspondiente) que estan proximos al extremo C-terminal y/o al extremo N-terminal del
polipéptido de referencia de AARS.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos variantes difieren respecto de las secuencias de referencia de AARS
correspondientes en al menos un 1 % pero en menos de un 20 %, 15 %, 10 % o 5 % de los restos. (En caso de que
esta comparacion requiera de alineamiento, las secuencias deberian alinearse para maxima similitud. Se consideran
diferencias las secuencias sacadas del bucle a causa de eliminaciones, inserciones o desemparejamientos). De
manera adecuada, las diferencias son diferencias o cambios en un resto no esencial o una sustitucion conservativa.
En determinadas realizaciones, el peso molecular de un polipéptido de AARS variante difiere respecto del
polipéptido de AARS de referencia en aproximadamente un 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %,
11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 0 mas.

También se incluyen "fragmentos" biolégicamente activos de los polipéptidos de AARS de referencia, es decir,
fragmentos bioldgicamente activos de los fragmentos de proteina AARS. Los fragmentos activos biolégicamente
representativos participan generalmente en una interaccion, por ejemplo, una interacciéon intramolecular o
intermolecular. Una interaccién intermolecular puede ser una interaccion de union especifica 0 una interaccioén
enzimatica. Una interaccion intermolecular puede ser entre un polipéptido de AARS y un compafiero de union
celular, tal como un receptor celular o la molécula del hospedador que participa en la actividad no candnica del
polipéptido de AARS. En algunas realizaciones, las proteinas AARS, variantes y fragmentos biolégicamente activos
de las mismas, se unen a uno o mas compafieros de union celulares con una afinidad de al menos
aproximadamente 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,0,7,0,8,0,9, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40 o 50 nM. La afinidad de unién de un fragmento de
proteina AARS por un compafiero de unién celular seleccionado, en particular un compafiero de union que participa
en una actividad no candnica, es normalmente mas fuerte que la del polipéptido de AARS de longitud completa
correspondiente del fragmento de proteina AARS, en al menos aproximadamente 1,5x, 2%, 2,5x, 3%, 3,5%, 4X%, 4,5X,
5%, 6x, 7%, 8%, 9%, 10x, 15x, 20x, 25%, 30x, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 200x, 300x, 400x, 500x, 600x, 700x,
800x, 900x, 1000x o mas (incluyendo todos los nimeros enteros intermedios). La afinidad de unién de un fragmento
de proteina AARS por un compafiero de unién que participa en al menos una actividad canonica de una AARS es
normalmente mas débil que la del polipéptido de AARS de longitud completa correspondiente del fragmento de
proteina AARS, en al menos aproximadamente 1,5x, 2x, 2,5x, 3%, 3,5%, 4x, 4,5%, 5x, 6%, 7x, 8%, 9x, 10x, 15x, 20x,
25x, 30x, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 200x, 300x, 400x, 500x, 600x, 700x, 800x, 900x, 1000x 0 mas.

Normalmente, los fragmentos biolégicamente activos comprenden un dominio o motivo con al menos una actividad
de un polipéptido de AARS de referencia y pueden incluir uno o mas (y en algunos casos todos) los diversos
dominios activos e incluyen fragmentos que tienen una actividad no canonica. En algunos casos, los fragmentos
bioldgicamente activos de un polipéptido AARS tienen una actividad biolégica que es Unica para el fragmento
truncado particular, de tal forma que el polipéptido de AARS de longitud completa puede no tener esa actividad. En
determinados casos, puede revelarse la actividad biolégica separando el fragmento de polipéptido de AARS
bioldgicamente activo de las demas secuencias de polipéptido de AARS de longitud completa o alterando
determinados restos de la secuencia de polipéptido de tipo silvestre de AARS de longitud completa para
desenmascarar los dominios biolégicamente activos.

Un fragmento biol6gicamente activo de un polipéptido de AARS de referencia puede ser un fragmento de polipéptido
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, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 220, 240, 260, 280, 300,
320, 340, 360, 380, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750 0 mas aminoacidos contiguos 0 no contiguos, incluyendo
todos los numeros enteros (por ejemplo, 101, 102, 103) e intervalos (por ejemplo, 50-100, 50-150, 50-200)
intermedios, de las secuencias de aminoacidos expuestas en uno cualquiera de los polipéptidos de AARS de
referencia descritos en el presente documento, pero normalmente excluyen la AARS de longitud completa. En
determinadas realizaciones, un fragmento biolégicamente activo comprende una secuencia, dominio 0 motivo
relacionado con una actividad no canénica. En determinadas realizaciones, puede truncarse la regiéon C-terminal o
N-terminal de cualquier polipéptido de AARS de referencia en aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 550, 600, 650 o 700 o mas aminoacidos o en aproximadamente 10-50, 20-50, 50-100, 100-150, 150-200,
200-250, 250-300, 300-350, 350-400, 400-450, 450-500, 500-550, 550-600, 600-650, 650-700 0 mas aminoacidos,
incluyendo todos los numeros enteros e intervalos intermedios (por ejemplo, 101, 102, 103, 104, 105), en tanto que
el polipéptido de AARS truncado conserve la actividad no canénica del polipéptido de referencia. normalmente, el
fragmento biolégicamente activo tiene no menos de aproximadamente un 1%, aproximadamente un 5 %,
aproximadamente un 10 %, aproximadamente un 25 %, o aproximadamente un 50 % de una actividad (es decir, una
actividad no candnica) del polipéptido de AARS de referencia bioldgicamente activo del que procede. Los métodos a
modo de ejemplo para medir dichas actividades no canoénicas se describen en los ejemplos.

Como se ha indicado anteriormente, puede alterarse un polipéptido de AARS de diversas maneras, incluyendo

sustituciones de aminoacidos, eliminaciones, truncamientos e inserciones. Los métodos para dichas manipulaciones
se conocen de manera general en la técnica. Por ejemplo, pueden prepararse variantes de secuencia de
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aminoacidos de un polipéptido de AARS de referencia mediante mutaciones en el ADN. Los métodos para la
mutagénesis y las 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, Methods in Enzymol, 154: 367-382),
Patente de los Estados Unidos n.° 4.873.192, Watson, J. D. et al., ("Molecular Biology of the Gene", cuarta edicion,
Benjamin/Cu mMings, Menlo Park, Calif., 1987) y las referencias citadas en el mismo. Puede encontrarse orientacion
acerca de las sustituciones de aminoacidos adecuadas que no afectan a la actividad biologica 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.).

De manera similar, se encuentra dentro de las capacidades de la técnica abordar y/o mitigar los problemas de
inmunogenicidad en caso de que surjan usando un polipéptido de AARS, por ejemplo, mediante el uso de
programas de reconocimiento informatico automatizado para identificar potenciales epitopos de células T y
estrategias de evolucion dirigida para identificar formas menos inmunogénicas.

Se conocen en la técnica métodos para explorar productos génicos de biblioteca combinatorias elaboradas mediante
mutaciones puntuales o truncamiento y para explorar bibliotecas de ADNc respecto de productos génicos que tienen
una propiedad seleccionada. Dichos métodos son adaptables para una exploracion rapida de las genotecas
generadas mediante mutagénesis combinatoria de polipéptidos de AARS. La mutagénesis de conjunto recursiva
(REM), una técnica que potencia la frecuencia de mutantes funcionales en las bibliotecas, puede usarse en
combinacion con los ensayos de exploracion para identificar variantes de polipéptido de AARS (Arkin y Yourvan
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave et al., (1993) Protein Engineering, 6: 327-331). Pueden
ser deseables las sustituciones conservativas, tales como el intercambio de un aminoacido por otro que tenga
propiedades similares, tal como se describe con mayor detalle mas adelante.

Los polipéptidos de AARS truncados y/o variantes biolégicamente activos pueden contener sustituciones
conservativas de aminoacidos en varias ubicaciones a lo largo de su secuencia, en comparacion con un resto de
aminoacido de AARS de referencia. Ademas, se han secuenciado variantes de origen natural de proteinas AARS y
se conoce en la técnica que son funcionalmente intercambiables, al menos parcialmente. Por lo tanto, serd una
cuestion rutinaria seleccionar una posicion de aminoacido para introducir una mutacion conservativa 0 no
conservativa en un polipéptido de AARS basandose en la variacién de secuencia de origen natural entre los
homologos, ortélogos e isoformas de origen natural de proteina AARS conocidos de seres humanos, asi como de
otras especies de una proteina AARS.

Una "sustitucién de aminoacidos conservativa" es una en la que se reemplaza el resto de aminoacido por un resto
de aminoacido que tenga una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de aminoacidos que
tienen cadenas laterales similares, que generalmente pueden subclasificarse del siguiente modo:

Acidas: El resto tiene una carga negativa debida a la pérdida de ion H a pH fisioldgico y el resto es atraido por una
solucién acuosa para buscar las posiciones superficiales en la conformacién de un péptido en el que esta contenido
cuando el péptido se encuentra en un medio acuoso a pH fisiolégico. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral
acida incluyen acido glutamico y acido aspartico.

Basicas: El resto tiene una carga positiva debida a la asociacion con ion H a pH fisiolégico o a una o dos unidades
de pH del mismo (por ejemplo, histidina) y el resto es atraido por una soluciéon acuosa para buscar las posiciones
superficiales en la conformacion de un péptido en el que esta contenido cuando el péptido se encuentra en un medio
acuoso a pH fisiol6égico. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral basica incluyen arginina, lisina e histidina.

Cargadas: Los restos estan cargados a pH fisiologico y, por lo tanto, incluyen aminoacidos que tienen cadenas
laterales acidas o basicas (es decir, acido glutamico, acido aspartico, arginina, lisina e histidina).

Hidrofobas: Los restos no estan cargados a pH fisiolégico y el resto es repelido por una solucion acuosa para buscar
las posiciones internas en la conformacion de un péptido en el que esta contenido cuando el péptido se encuentra
en medio acuoso. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral hidréfoba incluyen tirosina, valina, isoleucina,
leucina, metionina, fenilalanina y triptéfano.

Neutras/polares: Los restos no estan cargados a pH fisioldgico, pero el resto no es suficientemente repelido por
soluciones acuosas de tal forma que podria buscar posiciones internas en la conformacion de un péptido en el que
esta contenido cuando el péptido se encuentra en medio acuoso. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral
Neutras/polares incluyen asparagina, glutamina, cisteina, histidina, serina y treonina.

Esta descripcion también caracteriza determinados aminoacidos como "pequefios”, ya que sus cadenas laterales no
son lo suficientemente grandes, incluso si hay ausencia de grupos polares, para conferir hidrofobia. Con la
excepcion de prolina, los aminoacidos "pequefios” son aquellos de cuatro carbonos o menos cuando al menos un
grupo polar esta presente en la cadena lateral y de tres carbonos o menos cuando no. Los aminoacidos que tienen
una cadena lateral pequefia incluyen glicina, serina, alanina y treonina. El aminoacido secundario, prolina, codificado
génicamente es un caso especial debido a sus efectos conocidos en la conformacion secundaria de cadenas

50



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2638311 T3

peptidicas. La estructura de la prolina difiere de la de todos los demas aminoacidos de origen natural en que su
cadena lateral esta unida al nitrégeno del grupo a-amino, asi como al carbono a. Se conocen en la técnica varias
matrices de similitud de aminoacidos (véase, por ejemplo, la matriz PAM120 y la matriz PAM250 divulgadas, por
ejemplo, por Dayhoff et al.,, 1978, A model of evolutionary change in proteins). Las matrices para determinar
relaciones distantes en M. O. Dayhoff, (ed.), Atlas of protein sequence and structure, Vol. 5, pags. 345-358, National
Biomedical Research Foundation, Washington DC; y de Gonnet et al., (Science, 256: 14430-1445, 1992), sin
embargo, incluyen a la prolina en el mismo grupo que la glicina, serina, alanina y treonina. Por consiguiente, para los
fines de la presente invencién, la prolina se clasifica con un aminoacido "pequefo".

El grado de atraccion o repulsidon necesario para la clasificacion como polar o no polar es arbitrario y, por lo tanto, los
aminoacidos contemplados especificamente por la invencién se han clasificado como de uno u otro modo. La mayor
parte de los aminoacidos no nombrados especificamente pueden clasificarse basandose en un comportamiento
conocido.

Los restos anionicos pueden subclasificarse adicionalmente como ciclicos o no ciclicos y aromaticos o no
aromaticos, clasificaciones que se explican por si mismas respecto de los grupos sustituyentes de la cadena lateral
de los restos y como pequefios o grandes. El resto se considera pequefio en caso de que contenga un total de
cuatro atomos de carbono o menos, incluyendo el carbono del carboxilo, siempre que esté presente un sustituyente
polar adicional; de tres 0 menos en caso contrario. Evidentemente, los restos pequefios siempre son no aromaticos.
Dependiendo de sus propiedades estructurales, los restos de aminoacidos pueden encontrarse en dos o mas clases.
Para los aminoacidos de proteinas de origen natural, en la tabla B se presenta una subclasificacién de acuerdo con
este esquema.

Tabla B: Subclasificacién de aminoacidos

Subclases Aminoacidos

Acidos Acido aspartico, Acido glutamico

Basicos No ciclicos: Arginina, Lisina; Ciclicos: Histidina

Cargados Acido aspartico, Acido glutamico, Arginina, Lisina, Histidina
Pequefios Glicina, Serina, Alanina, Treonina, Prolina

Polares/neutros Asparagina, Histidina, Glutamina, Cisteina, Serina, Treonina
Polares/grandes Asparagina, Glutamina

Hidréfobos Tirosina, Valina, Isoleucina, Leucina, Metionina, Fenilalanina, Triptéfano
Aromaticos Triptéfano, Tirosina, Fenilalanina

Restos que influyen en la orientacion | Glicina y Prolina

de la cadena

La sustitucion conservativa de aminoacidos también incluye agrupamientos basados en las cadenas laterales. Por
ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas esta formado por glicina, alanina, valina,
leucina e isoleucina; un grupo de aminoéacidos que tienen cadenas laterales alifaticas-de hidroxilo esta formado por
serina y treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida esta formado por
asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas esta formado por
fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas esta formado por
lisina, arginina e histidina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre esta formado
por cisteina y metionina. Por ejemplo, seria razonable esperar que el reemplazo de una leucina por una isoleucina o
valina, de un aspartato por un glutamato, de una treonina por una serina o un reemplazo similar de un aminoacido
por un aminoacido relacionado estructuralmente no tenga un efecto importante en las propiedades del polipéptido
variante resultante. Puede determinarse facilmente si un cambio de aminoacido da como resultado un polipéptido de
AARS truncado y/o variante funcional ensayando su actividad no canénica, tal como se describen en el presente
documento. En la tabla C se muestran sustituciones conservativas bajo el encabezado de sustituciones a modo de
ejemplo. Las sustituciones de aminoacidos que se encuentran dentro del alcance de la invencién se llevan a cabo en
general seleccionando sustituciones que no difieren significativamente en su efecto en el mantenimiento de (a) la
estructura de la cadena principal del péptido en el area de la sustitucion, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula
en el sitio diana, (c) el volumen de la cadena lateral o (d) la funcién biolégica. Después de haber introducido las
sustituciones, se explora la actividad biologica de las variantes.
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Tabla C: Sustituciones de aminoacidos a modo de ejem  plo

Resto original Sustitucic;r;:;p% modo de Sustituciones preferidas
Ala Val, Leu, He Val
Arg Lys, GIn, Asn Lys
Asn GIn, His, Lys, Arg GIn
Asp Glu Glu
Cys Ser Ser
GIn 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, He, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, GIn, Asn Arg
Met Leu, lle, Phe Leu
Phe Leu, Val, He, Ala Leu
Pro Gly Gly
Ser Thr Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val He, Leu, Met, Phe, Ala, Norleu Leu

Como alternativa, pueden agruparse en tres categorias aminoacidos similares para producir sustituciones
conservativas basandose en la identidad de las cadenas laterales. El primer grupo incluye acido glutamico, acido
aspartico, arginina, lisina, histidina, que tienen todos cadenas laterales cargadas; el segundo grupo incluye glicina,
serina, treonina, cisteina, tirosina, glutamina, asparagina; y el tercer grupo incluye leucina, isoleucina, valina, alanina,
prolina, fenilalanina, tripté6fano, metionina, tal como se describe en Zubay, G., Biochemistry, tercera ediciéon, Wm.C.
Brown Publishers (1993).

Por lo tanto, un resto de aminoacido no esencial predicho en un polipéptido de AARS truncado y/o variante se
reemplaza normalmente por otro resto de aminoacido de la misma familia de cadenas laterales. Como alternativa,
pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de la totalidad o parte de una secuencia codificante de
AARS, tal como mediante mutagénesis de saturacion y pueden explorarse los mutantes resultantes respecto de una
actividad del polipéptido progenitor para identificar mutantes que conservan esa actividad. Después de la
mutagénesis de las secuencias codificantes, el péptido codificado puede expresarse de manera recombinante y
determinarse la actividad del péptido. Un resto de aminoacido "no esencial" es un resto que puede alterarse respecto
de la secuencia de referencia de una realizacion de polipéptido sin suprimir o alterar sustancialmente una o mas de
sus actividades. De manera adecuada, la alteracién no suprime sustancialmente una de estas actividades, por
ejemplo, la actividad es al menos un 20 %, 40 %, 60 %, 70 % u 80 % o un 100 %, 500 %, 1000 % o mas de la
secuencia de AARS de referencia. Un resto de aminoéacido "esencial" es un resto que, cuando se altera respecto de
la secuencia de referencia de un polipéptido de AARS, da como resultado la supresion de una actividad de la
molécula parental, de tal forma que esta presente menos de un 20 % de la actividad de referencia. Por ejemplo,
dichos restos de aminoéacido esenciales incluyen aquellos que estan conservados en polipéptidos de AARS entre
diferentes especies, incluyendo aquellas secuencias que se encuentran conservadas en los sitios 0 motivos de unién
activos de polipéptidos de AARS de diversos origenes.

En general, los polipéptidos y los polipéptidos de fusion (asi como sus polinucleétidos codificantes) se encuentran
aislados. Un polipéptido o polinucleétido "aislado" es uno que se extrae de su ambiente natural. Por ejemplo, una
proteina de origen natural se encuentra aislada en caso de que esté separada de algunos o de todos los materiales
coexistentes en el sistema natural. Preferentemente, dichos polipéptidos son al menos un 90 % puros, mas
preferentemente, al menos aproximadamente un 95 % puros y lo mas preferentemente, al menos aproximadamente
un 99 % puros. Se considera que un polinucleétido esta aislado si, por ejemplo, se clona en un vector que no forma
parte del ambiente natural.
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Determinadas realizaciones también abarcan dimeros de polipéptidos de AARS. Los dimeros pueden incluir, por
ejemplo, homodimeros entre dos polipéptidos de AARS idénticos, heterodimeros entre dos polipéptidos de AARS
diferentes (por ejemplo, un polipéptido de YRS de longitud completa y un polipéptido de YRS truncado; un
polipéptido de YRS truncado y un polipéptido de YRS truncado), y/o heterodimeros entre un polipéptido de AARS y
un polipéptido heter6logo. Determinados heterodimeros, tales como aquellos entre un polipéptido de AARS y un
polipéptido heterdlogo, pueden ser bifuncionales, tal como se describen en el presente documento.

También se incluyen monémeros de polipéptidos de AARS, incluyendo mondémeros de polipéptidos de AARS que no
dimerizan sustancialmente con un segundo polipéptido de AARS, ya sea debido a una o mas sustituciones,
truncamientos, eliminaciones, adiciones, modificaciones quimicas o una combinacién de estas alteraciones. En
determinadas realizaciones, los polipéptidos monoméricos de AARS poseen actividades bioldgicas, incluyendo
actividades no canonicas, que no poseen los complejos multiméricos de polipéptido de AARS diméricos.

Determinadas realizaciones de la presente divulgacién también contemplan el uso de polipéptidos de AARS
modificados, incluyendo modificaciones que mejoran las caracteristicas deseadas del polipéptido de AARS, tal como
se describen en el presente documento. Las modificaciones de los polipéptidos de AARS de la invencién incluyen
derivatizaciones quimicas y/o enzimaticas en uno 0 mas aminoacidos constituyentes, incluyendo modificaciones de
la cadena lateral; modificaciones de la cadena principal y modificaciones N y C-terminales, incluyendo acetilacion,
hidroxilacién, metilacién, amidacion y la unién de restos de carbohidrato o lipido, cofactores y similares. Las
modificaciones a modo de ejemplo también incluyen pegilaciéon de un polipéptido de AARS (véase, por ejemplo,
Veronese y Harris, Advanced Drug Delivery Reviews 54: 453-456, 2002; y Pasut et al., Expert Opinion. Ther. Patents
14(6) 859-894 2004, ambas incorporadas al presente documento por referencia).

El PEG es un polimero de sobra conocido que tiene las propiedades de solubilidad en agua y en muchos disolventes
organicos, ausencia de toxicidad y ausencia de inmunogenicidad. También es transparente, incoloro, inodoro y
gquimicamente estable. Por estos y otros motivos, se ha seleccionado el PEG como el polimero preferido para la
union, pero se ha empleado Unicamente con fines ilustrativos y no limitantes. Pueden obtenerse productos similares
con otros polimeros hidrosolubles, incluyendo, sin limitacion: alcohol polivinilico, otros poli(6xidos de alquileno), tales
como poli(propilenglicol) y similares, poli(polioles oxietilados), tales como poli(glicerol oxietilado) y similares,
carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano,
etileno/anhidrido maleico y poliaminoacidos. Un experto en la materia podra seleccionar el polimero deseado
basandose en la dosis deseada, el tiempo de circulacion, la resistencia a la protedlisis y otras consideraciones.

En particular, se encuentra disponible una gran variedad de derivados de PEG y son adecuados para su uso en la
preparacion de conjugados de PEG. Por ejemplo, Los reactivos de PEG de NOF Corp., comercializados bajo la
marca SUNBRIGHT® Series, proporciona numerosos derivados de PEG, incluyendo metoxipolietilenglicoles y
derivados de PEG activados, tales como metoxi-PEG aminas, maleimidas, ésteres de N-hidroxisusccinimida y acidos
carboxilicos, para su acoplamiento mediante diversos métodos al aminoacido N-terminal, C-terminal o cualquiera
interno del polipéptido de AARS. La tecnologia de PEGilacion avanzada de Nektar Therapeutics también ofrece
diversas tecnologias de acoplamiento de PEG para mejorar potencialmente la seguridad y eficacia de un agente
terapéutico a base de polipéptido de AARS.

Una busqueda de patentes, solicitudes de patente publicadas y publicaciones relacionadas también dota al experto
en la materia que lea la presente divulgacion de tecnologias significativas posibles de acoplamiento de PEG y de
derivados de PEG. Por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos n.° 6.436.386; 5.932.462; 5.900.461; 5.824.784;
y 4.904.584; cuyos contenidos se incorporan al presente documento por referencia en su totalidad, describen dichas
tecnologias y derivados y métodos para su fabricacion.

En determinados aspectos, puede utilizarse tecnologia de ligadura quimioselectiva para modificar los polipéptidos de
AARS de la invencidn, tal como uniendo polimeros de un modo especifico de sitio y controlado. Dicha tecnologia se
basa normalmente en la incorporacion de anclas quimioselectivas en la cadena principal de proteina por medios
tanto quimicos como recombinantes y la posterior modificacion con un polimero que porta un enlazador
complementario. Como resultado, pueden controlarse el proceso de ensamblaje y la estructura covalente del
conjugado de proteina-polimero resultante, permitiendo una optimizacion racional de las propiedades
farmacoldgicas, tales como la eficacia y las propiedades farmacocinéticas (véase, por ejemplo, Kochendoerfer,
Current Opinion in Chemical Biology 9:555-560, 2005).

En otras realizaciones, también se incluyen proteinas de fusién del polipéptido de AARS a otras proteinas y estas
proteinas de fusion pueden aumentar la actividad bioldgica, la secrecion, el direccionamiento, la vida bioldgica, la
capacidad para penetrar membranas celulares o la barrera hematoencefalica o las propiedades farmacocinéticas del
polipéptido de AARS. Los ejemplos de proteinas de fusibn que mejoran las propiedades farmacocinéticas
("modificadores PK") incluyen, sin limitacion, fusiones a albimina humana (Osborn et al.: Eur. J. Pharmacol. 456(1-
3): 149-158, (2002)), dominios Fc de anticuerpo, secuencias de poli Glu o poli Asp y transferrina. Ademas, la fusién
con secuencias de polipéptido conformacionalmente desordenadas compuestas por los aminoacidos Pro, Ala 'y Ser
("PASilaciéon™) o hidroxietilalmidén (comercializado bajo la marca HESYLATION®) proporciona una manera sencilla
de aumentar el volumen hidrodinamico del polipéptido de AARS. Esta extension adicional adopta una estructura
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aleatoria voluminosa, que aumenta significativamente el tamafio de la proteina de fusion resultante. Por este medio,
se retrasa en varios 6rdenes de magnitud la normalmente rapida eliminacion de polipéptidos de AARS mas
pequefios mediante filtracion renal. Ademas, se ha demostrado que el uso de proteinas de fusion a IgG permite que
ciertas proteinas de fusion penetren la barrera hematoencefalica (Fu et al., (2010) Brain Res. 1352:208-13).

Los ejemplos de proteinas de fusion que mejoran la penetracién a través de membranas celulares incluyen fusiones
a secuencias de translocacion de membrana. En este contexto, la expresién "secuencias de translocacién de
membrana" se refiere a secuencias de aminoacidos de origen natural y sintéticas que son capaces de translocarse
en la membrana a través de una membrana celular. Las secuencias de translocacion de membrana representativas
incluyen aquellas basadas en las secuencias de translocacion de membrana de origen natural derivadas de la
proteina Tat y la proteina de transcripcién homedtica Antennapedia, asi como secuencias de translocacion de
membrana sintéticas basadas en su totalidad o en parte en restos de poli arginina y lisina. Las secuencias de
translocacién de membrana representativas incluyen, por ejemplo, aquellas divulgadas en las siguientes patentes,
US5.652.122; US 5.670.617; US5.674.980; US5.747.641; US5.804.604; US6.316.003; US7.585.834; US7.312.244;
US7.279.502; US7.229.961; US7.169.814; US7.453.011; US7.235.695; US6.982.351; US6.605.115; US7.306.784;
US7.306.783; US6.589.503; US6.348.185; US6.881.825; US7.431.915; WOO0074701A2; WO2007111993A2;
W02007106554A2; WO02069930A1; WO03049772A2; WO03106491A y WO2008063113A1.

Se apreciara que puede interponerse, y unirse covalentemente, un enlazador (o espaciador) molecular flexible entre
el polipéptido de AARS y cualquiera de las proteinas de fusion divulgadas en el presente documento.

Ademas, en algunas realizaciones, el polipéptido de AARS puede incluir secuencias de sefial de secrecion sintéticas
o de origen natural, derivadas de otras proteinas secretadas bien caracterizadas. En algunas realizaciones, dichas
proteinas pueden procesarse mediante escision proteolitica para formar el polipéptido de AARS in situ. Dichas
proteinas de fusion incluyen, por ejemplo, fusiones del polipéptido de AARS a ubiquitina para proporcionar un nuevo
aminoéacido N-terminal o el uso de una sefial de secrecidn para mediar la secrecion a alto nivel del polipéptido de
AARS al medio extracelular o marcadores epitépicos N o C-terminales para mejorar la purificacién o la deteccion.

Los polipéptidos de AARS descritos en el presente documento pueden prepararse mediante cualquier procedimiento
adecuado conocido por los expertos en la materia, tal como mediante técnicas recombinantes. Ademas de los
métodos de produccién recombinantes, los polipéptidos de la invencién pueden producirse mediante sintesis
peptidica directa usando técnicas de fase sélida (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154 (1963)). La sintesis de
proteinas puede efectuarse usando técnicas manuales o mediante automatizacion. Puede lograrse la sintesis
automatizada, por ejemplo, usando el sintetizador peptidico 431A de Applied Biosystems (Perkin Elmer). Como
alternativa, pueden sintetizarse quimicamente por separado varios fragmentos y combinarse usando métodos
guimicos para producir la molécula deseada.

IV. POLINUCLEOTIDOS DE AARS

Las realizaciones de la presente divulgacién incluyen polinucleétidos que codifican uno o mas fragmentos de
proteina recientemente identificados de una aminoacil-ARNt sintetasa (AARS), ademas de complementos, variantes
y fragmentos de la misma. En determinadas realizaciones, un polinucleétido de AARS codifica la totalidad o una
parte de las secuencias de referencia del polipéptido de AARS tal como se expone en las tablas 1-3 o las tablas 4-6
o las tablas 7-9, que representan variantes de corte y empalme, fragmentos proteoliticos u otro tipo de fragmentos
de treonil ARNt sintetasa. Determinadas realizaciones incluyen polinucledtidos, polipéptidos codificantes o proteinas
gue comprenden la secuencia de una o mas uniones de corte y empalme de aquellas variantes de corte y empalme,
ademas de complementos, variantes y fragmentos de los mismos. En determinadas realizaciones, normalmente
debido a la naturaleza singular de una variante de corte y empalme seleccionada, que combina exones de un nuevo
modo excepcional, las secuencias de referencia del polinucleétido de AARS comprenden una unién de corte y
empalme Unica o excepcional. Determinadas realizaciones excluyen un polinucleétido de AARS de longitud completa
correspondiente.

También se incluyen entre los polinucledtidos de AARS de la presente divulgacién cebadores, sondas,
oligonucledtidos antisentido y agentes de interferencia de ARN que comprenden la totalidad o parte de estos
polinucleétidos de referencia, que son complementarios a la totalidad o una parte de estos polinucleétidos de
referencia o que hibridan especificamente con estos polinuclettidos de referencia, tal como se describen en el
presente documento.

El término "polinucledtido” o "acido nucleico”, tal como se usa en el presente documento, indica ARNm, ARN, ARNCc,
ADNc o ADN. El término se refiere normalmente a la forma polimérica de nucleétido de al menos 10 bases de
longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxinucleétidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. El
término incluye formas de ADN mono y bicatenarias. Los términos "ADN" y "polinucleétido” y "acido nucleico" se
refieren a una molécula de ADN que se ha aislado del ADN gendmico total de una especie particular. Por lo tanto, un
segmento de ADN aislado que codifica un polipéptido se refiere a un segmento de ADN que contiene una 0 mas
secuencias codificantes, aunque esta sustancialmente aislado de o purificado respecto de, el ADN gendmico total de

la especie de la que se obtiene el ADN gendmico. También se incluyen polinucleétidos no codificantes (por ejemplo,
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cebadores, sondas, oligonucleétidos), que no codifican un polipéptido de AARS. En los términos "segmento de ADN"
y "polinucledtido” se incluyen segmentos de ADN y fragmentos mas pequefios de dichos segmentos y también
vectores recombinantes, incluyendo, por ejemplo, plasmidos, cdsmidos, fagémidos, fagos, virus y similares.

Pueden estar presentes, aunque no necesariamente, secuencias codificantes o no codificantes adicionales dentro
de un polinucleétido de la presente divulgacion y un polinucleétido puede, pero no necesariamente, estar unido a
otras moléculas y/o materiales de soporte. Por tanto, los polinucleétidos de la presente invencion,
independientemente de la longitud de la propia secuencia codificante, pueden combinarse con otras secuencias de
ADN, tales como promotores, sefiales de poliadenilacion, sitios de enzimas de restriccion adicionales, sitios de
clonacion multiple, otros segmentos codificantes y similares, de tal forma que su longitud general puede variar
considerablemente.

Por lo tanto, se contempla que pueda emplearse un fragmento de polinucleétido de practicamente cualquier longitud;
estando preferentemente limitada la longitud general por la facilidad de preparacion y uso en el protocolo de ADN
recombinante previsto. Se incluyen polinucleétidos de aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 41, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 220, 240, 260, 270, 280, 300, 350, 400, 450, 500,
550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000,
2100, 2200, 2300, 2400, 2500, 2600, 2700, 2800, 2900, 3000 o0 mas (incluyendo todos los numeros enteros
intermedios) bases de longitud, incluyendo cualquier porcién o fragmento (por ejemplo, mas de aproximadamente 6,
7, 8, 9 0 10 nucledtidos de longitud) de un polinucledtido de AARS de referencia (por ejemplo, un nimero de bases
X-Y, en el que X es aproximadamente 1-3000 o0 mas e Y es aproximadamente 10-3000 o mas), o su complemento.

Las realizaciones de la presente divulgacién también incluyen "variantes" de las secuencias de polinucleétido de
AARS de referencia. Las "variantes" de polinucledtido pueden contener una o mas sustituciones, adiciones,
eliminaciones y/o inserciones en relacion a un polinucleétido de referencia. En general, las variantes de una
secuencia de polinucleétido de AARS de referencia pueden tener al menos aproximadamente un 30 %, 40 %, 50 %,
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, generalmente al menos un 75 %, 80 %, 85 %, deseablemente de aproximadamente un
90 % a un 95 % o mas y de manera mas adecuada aproximadamente un 98 % o mas de identidad de secuencia con
dicha secuencia de nucle6tidos particular, segin se determina mediante programas de alineamiento de secuencias
descritos en otras partes del presente documento usando parametros por defecto. En determinadas realizaciones,
las variantes pueden diferir respecto de una secuencia de referencia en aproximadamente 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
41, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 60, 70, 80, 90, 100 (incluyendo todos los nimeros enteros intermedios) o0 mas
bases. En determinadas realizaciones, tal como cuando la variante de polinucleétido codifica un polipéptido de
AARS que tiene una actividad no canoénica, la actividad deseada del polipéptido de AARS codificado no se reduce
sustancialmente en relacion al polipéptido no modificado. El efecto sobre la actividad del polipéptido codificado
puede evaluarse generalmente tal como se describe en el presente documento.

Determinadas realizaciones incluyen polinucleétidos que hibridan con una secuencia de polinucleétido de AARS de
referencia o con sus complementos, en condiciones de rigurosidad descritas mas adelante. Tal como se usa en el
presente documento, la expresion "hibrida en condiciones de baja rigurosidad, media rigurosidad, alta rigurosidad o
muy alta rigurosidad" describe condiciones para la hibridacién y lavado. Puede obtenerse orientacion para llevar a
cabo reacciones de hibridacion en Ausubel et al., (1998, anteriormente citado), Secciones 6.3.1-6.3.6. En esa
referencia se describen métodos acuosos y no acuosos y pueden usarse cualquiera de los dos.

La referencia en el presente documento a condiciones de baja rigurosidad abarca de al menos aproximadamente un
1 % v/v a al menos aproximadamente un 15 % v/v de formamida y de al menos aproximadamente 1 M a al menos
aproximadamente 2 M de sal para la hibridacion a 42 C y de al menos aproximadamente 1 M a al menos
aproximadamente 2 M de sal para el lavado a 42°C. Las condiciones de baja rigurosidad también pueden incluir un
1 % de seroalbimina bovina (BSA), EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), un 7 % de SDS para hibridacién a 65 C e
(i) 2 x SSC, SDS al 0,1 %; o (ii) BSA al 0,5 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), SDS al 5 % para el lavado a
temperatura ambiente. Una realizacion de condiciones de baja rigurosidad incluye hibridacion en cloruro de
sodio/citrato de sodio (SSC) 6 x a aproximadamente 45 C, seguido de dos lavados en 0,2 x SSC, SDS al 0,1 % a al
menos 50 T (puede aumentarse la temperatura de los lavados a 55 T para las condiciones de baja rigur osidad).

Las condiciones de rigurosidad media incluyen y abarcan de al menos aproximadamente un 16 % v/v a al menos
aproximadamente un 30 % v/v de formamida y de al menos aproximadamente 0,5 M a al menos aproximadamente
0,9 M de sal para la hibridacién a 42 C; y de al m enos aproximadamente 0,1 M a al menos aproximadamente 0,2 M
de sal para el lavado a 55 €. Las condiciones de rigurosidad media también pueden incluir seroalbimina bovina
(BSA) al 1 %, EDTA 1 mM, NaHPOQO4 0,5 M (pH 7,2), un 7 % de SDS para hibridaciéon a 65 C e (i) 2 x SSC, SDS al
0,1 %; o (ii) BSA al 0,5 %, EDTA 1 mM, NaHPO, 40 mM (pH 7,2), SDS al 5% para el lavado a 60-65 T . Una
realizacién de condiciones de rigurosidad media incluye hibridar en 6 x SSC a aproximadamente 45 C, seg uido de
uno o mas lavados en 0,2 x SSC, SDS al 0,1 % a 60 . Las condiciones de rigurosidad elevada incluyen y abarcan
de al menos aproximadamente un 31 % v/v a al menos aproximadamente un 50 % v/v de formamida y de
aproximadamente 0,01 M a aproximadamente 0,15 M de sal para la hibridaciéon a 42 T y de aproximadamente 0,01
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M a aproximadamente 0,02 M de sal para el lavado a 55 C.

Las condiciones de rigurosidad elevada también pueden incluir BSA al 1 %, EDTA 1 mM, NaHPO,4 0,5 M (pH 7,2), un
7 % de SDS para hibridaciéon a 65 C e (i) 0,2 x SSC, SDS al 0,1 %; o (i) BSA al 0,5 %, EDTA 1 mM, NaHPO,
40 mM (pH 7,2), SDS al 1 % para el lavado a una temperatura superior a 65 . Una realizacion de condici ones de
rigurosidad elevada incluye hibridar en 6 x SSC a aproximadamente 45 C, seguido de uno o mas lavados en 0,2 x
SSC, SDS al 0,1 % a 65 €. Una realizacion de condicion es de muy alta rigurosidad incluye hibridacion en fosfato de
sodio 0,5 M, SDS al 7 % a 65 T, seguido de uno o mas lavados en 0,2 x SSC, SDS al 1 % a 65 TC.

Se conocen en la técnica otras condiciones de rigurosidad y un experto en la materia reconocera que pueden
manipularse diversos factores para optimizar la especificidad de la hibridacién. La optimizacién de la rigurosidad de
los lavados finales puede servir para asegurar un alto grado de hibridacion. Para ejemplos detallados, véase Ausubel
et al., anteriormente citado, en las paginas 2.10.1 a 2.10.16 y Sambrook et al. (1989, anteriormente citado) en las
secciones 1.101 a 1.104.

Aunque los lavados rigurosos se suelen llevar a cabo a temperaturas de aproximadamente 42 C a 68 <C, un
experto en la materia apreciara que pueden ser adecuadas otras temperaturas para las condiciones rigurosas. La
velocidad maxima de hibridaciéon se produce normalmente de aproximadamente 20 T a 25 C por debajo de la Tm
para la formacién de un hibrido de ADN-ADN. Es de sobra conocido en la técnica que la Tm es la temperatura de
fusién o la temperatura a la cual se disocian dos secuencias de polinucleédtido complementarias. Los métodos para
estimar la T, se conocen bien en la técnica (véase Ausubel et al., anteriormente citado, en la pagina 2.10.8).

En general, la T, de un diplex de ADN perfectamente emparejado puede predecirse de manera aproximada
mediante la férmula: Tm = 81,5 + 16,6 (logio M) + 0,41 ( %G+C) - 0,63 ( % formamida) - (600/longitud) en donde: M
es la concentracion de Na', preferentemente en el intervalo de 0,01 molar a 0,4 molar; %G+C es la suma de bases
de guanosina y citosina como porcentaje del nimero total de bases, dentro del intervalo entre un 30 % y un 75 % de
G+C; % formamida es el porcentaje de concentracion de formamida en volumen; longitud es el nimero de pares de
bases en el diplex de ADN. La T, de un diplex de ADN se reduce en aproximadamente 1 T con cada aumento del
1 % en el nimero de pares de bases desemparejadas al azar. El lavado se lleva a cabo generalmente a T, - 15 T
para alta rigurosidad o Tr, - 30 C para rigurosidad moderada.

En un ejemplo de un procedimiento de hibridacion, se hibrida una membrana (por ejemplo, una membrana de
nitrocelulosa o una membrana de nylon) que contiene ADN inmovilizado durante una noche a 42 C en un tampén
de hibridacion (formamida desionizada al 50 %, 5 x SSC, 5 x solucion de Denhardt (ficoll al 0,1 %, polivinilpirrolidona
al 0,1 % y seroalblmina bovina al 0,1%), SDS al 0,1% y 200 mg/ml de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado) que contiene una sonda marcada. Después, se somete a la membrana a dos lavados de
rigurosidad media secuenciales (es decir, 2 x SSC, SDS al 0,1 % durante 15 min a 45 C, seguido de 2 x SSC, SDS
al 0,1 % durante 15 min a 50 C), seguido de dos la vados secuenciales de mayor rigurosidad (es decir, 0,2 x SSC,
SDS al 0,1 % durante 12 min a 55 T seguido de 0,2 x SSC y solucion de SDS al 0,1 % durante 12 min a 65-68 °C.

Como se ha indicado anteriormente, determinadas realizaciones se refieren a polinucleétidos de AARS que codifican
un polipéptido de AARS. Entre otros usos, estas realizaciones pueden utilizarse para producir de manera
recombinante un polipéptido de AARS deseado o una variante del mismo o para expresar el polipéptido de AARS en
una célula o sujeto seleccionado. Los expertos en la materia apreciaran que, como consecuencia de la degeneracion
del cédigo genético, hay muchas secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido tal como se describe en el
presente documento. Algunos de estos polinucleétidos pueden portar una homologia minima para la secuencia de
nucleétidos de cualquier gen nativo. Sin embargo, los polinucleétidos que varian debido a diferencias en el uso de
codones se contemplan especificamente por la presente invencion, por ejemplo, polinucleétidos que estan
optimizados para la seleccion de codones humanos y/o de primate.

Por lo tanto, los polinucleétidos de la invencién pueden codificar los polipéptidos de AARS de la invencion.
Asimismo, puede manipularse la secuencia de polinucleé6tido por diversos motivos. Los ejemplos incluyen, pero sin
limitacion, la incorporacion de codones preferidos para potenciar la expresion del polinucleétido en diversos
organismos (véase, de manera general Nakamura et al., Nuc. Acid. Res. (2000) 28 (1): 292). Ademas, pueden
incorporarse mutaciones silentes para introducir o eliminar sitios de restriccion, reducir la densidad de motivos de
dinucledtido CpG (véase, por ejemplo, Kameda et al., Biochem. Biophys. Res. Co mMun. (2006) 349(4): 1269-1277)
o reducir la capacidad de las secuencias monocatenarias para formar estructuras de tallo-bucle: (véase, por ejemplo,
Zuker M., Nucl. Acid Res. (2003); 31(13): 3406-3415). Ademas, puede optimizarse adicionalmente la expresion en
mamiferos incluyendo una secuencia consenso Kozak [es decir, (a/g)cc(a/g)ccATGg] en el codén de inicio. Las
secuencias consenso Kozak utiles para este fin se conocen en la técnica (Mantyh et al. PNAS 92: 2662-2666 (1995);
Mantyh et al. Prot. Exp. & Purif. 6.124 (1995)).

Los polinucleétidos de la presente invencion, independientemente de la longitud de la propia secuencia codificante,
pueden combinarse con otras secuencias de ADN, tales como promotores, sefiales de poliadenilacion, sitios de
enzimas de restriccion adicionales, sitios de clonacion mdultiple, otros segmentos codificantes y similares, de tal
forma que su longitud general puede variar considerablemente. Por lo tanto, se contempla que pueda emplearse un
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fragmento de polinucledtido de practicamente cualquier longitud; estando preferentemente limitada la longitud
general por la facilidad de preparacion y uso en el protocolo de ADN recombinante previsto.

Pueden prepararse, manipularse y/o expresarse polinucledtidos y fusiones de los mismos usando cualquiera de
diversas técnicas bien establecidas conocidas y disponibles en la técnica. Por ejemplo, pueden usarse secuencias
de polinucleétido que codifican polipéptidos de la invencion o proteinas de fusién o equivalentes funcionales de las
mismas en moléculas de ADN recombinante para dirigir la expresion de un polipéptido de AARS en células
hospedadoras adecuadas. Debido a la degeneracion inherente del codigo genético, pueden producirse otras
secuencias de ADN que codifican sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos o una funcionalmente
equivalente y pueden usarse estas secuencias para clonar y expresar un polipéptido dado.

Como apreciaran los expertos en la materia, puede ser ventajoso, en algunos casos, producir secuencias de
nucleétido codificantes de polipéptidos que posean codones de origen no natural. Por ejemplo, los codones
preferidos por un hospedador procariota 0 eucariota particular pueden seleccionarse para aumentar la tasa de
expresion de proteina o para producir un transcrito de ARN recombinante que tiene propiedades deseables, tales
como una semivida que es mas larga que la de un transcrito generado a partir de la secuencia de origen natural.
Dichos polinucleétidos se citan cominmente como "optimizado por codones". Pueden utilizarse cualquiera de los
polinucleétidos descritos en el presente documento de un modo optimizado por codones. En determinadas
realizaciones, puede optimizarse por codones un polinucleétido para su uso en bacterias especificas, tales como E.
coli o levaduras, tales como S. cerevisiae (véase, por ejemplo, Burgess-Brown et al., Protein Expr Purif. 59:94-102,
2008; Ermolaeva MD (2001) Curr. Iss. Mol. Biol. 3 (4) 91-7; Welch et al., PLoS ONE 4(9): e7007
doi:10.1371/journal.pone.0007002).

Asimismo, las secuencias de polinucledtido de la presente invencién pueden modificarse por ingenieria genética
usando métodos conocidos de manera general en la técnica para alterar secuencias codificantes de polipéptido por
diversas razones, incluyendo, pero sin limitacién, alteraciones que modifican la clonacion, procesamiento, expresion
y/o actividad del producto génico.

De acuerdo con otro aspecto de la divulgacién, pueden suministrarse a un sujeto in vivo polinucleétidos que
codifican polipéptidos de la invencion, por ejemplo, usando técnicas de terapia génica. La terapia génica se refiere
generalmente a la transferencia de acidos nucleicos heterélogos a determinadas células, células diana, de un
mamifero, en particular un ser humano, con un trastorno o afeccién para la que esta pensada dicha terapia. El acido
nucleico se introduce en las células diana seleccionadas de un modo tal que se expresa el ADN heterdlogo y se
produce un producto terapéutico codificado por el mismo.

Los diversos vectores viricos para la terapia génica tal como se ensefia en el presente documento que pueden
usarse incluyen adenovirus, herpes virus, vaccinia, virus adenoasociados (AAV), o preferentemente, un virus de
ARN, tal como un retrovirus. Preferentemente, el vector retrovirico es un derivado de un retrovirus murino o aviar o
es un vector lentivirico. El vector retrovirico preferido es un vector lentivirico. Los ejemplos de vectores retroviricos
en los que puede insertarse un solo gen exdgeno incluyen, pero sin limitacién: el virus de la leucemia murina
Moloney (MoMuLV), el virus de sarcoma murino Harvey (HaMuSV), el virus del tumor mamario murino (MuMTV),
VIS, VIB, VIH y el virus del sarcoma de Rous (VSR). Una serie de vectores retroviricos adicionales pueden
incorporar multiples genes. Todos estos vectores pueden transferir o incorporar un gen para un marcador de
seleccion, de tal forma que puedan identificarse y generarse las células transducidas. Al insertar una secuencia de
polipéptido de unién a ADN derivada de dedo de cinc de interés en el vector virico, junto con otro gen que codifica el
ligando para un receptor en una célula diana especifica, por ejemplo, el vector puede hacerse especifico para la
diana. Los vectores retroviricos pueden hacerse especificos para la diana insertando, por ejemplo, un polinucleétido
gue codifica una proteina (dimero). Puede lograrse un direccionamiento a modo de ejemplo usando un anticuerpo
para dirigir el vector retrovirico. Los expertos en la materia seran conocedores de o podran determinar facilmente sin
experimentacion innecesaria, secuencias de polinucledtido especificas que pueden insertarse en el genoma
retrovirico para permitir un direccionamiento especifico del vector retrovirico que contiene el polinucleétido de
proteina de union a nucledtidos de dedo de cinc.

Ya que los retrovirus recombinantes son defectuosos, necesitan asistencia para producir particulas viricas
infecciosas. Esta asistencia puede proporcionarse, por ejemplo, usando lineas celulares colaboradoras que
contienen plasmidos que codifican la totalidad de los genes estructurales del retrovirus bajo el control de secuencias
reguladoras dentro dl LTR. Estos plasmidos carecen de una secuencia de nucleétido que posibilite el mecanismo de
empaquetado para reconocer un transcrito de ARN para su encapsulacion. Las lineas celulares colaboradoras que
tienen eliminaciones de la sefial de empaquetado incluyen, pero sin limitacion, PSIL.2, PA317 y PA12, por ejemplo.
Estas lineas celulares producen viriones vacios, ya que no se empaqueta genoma alguno. En caso de que se
introduzca un vector retrovirico en dichas células en las que la sefial de empaquetado esta intacta, pero los genes
estructurales estan reemplazados por otros genes de interés, puede empaquetarse el vector y producirse el virién
del vector. Los viriones de vector producidos mediante este método pueden usarse entonces para infectar una linea
celular de tejido, tal como células NIH 3T3, para producir grandes cantidades de viriones retroviricos quiméricos.

También pueden emplearse técnicas de suministro "no virico" para terapia génica que incluyen, por ejemplo,
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complejos de ADN-ligando, complejos de adenovirus-ligando-ADN, inyeccion directa de ADN, precipitacion con
CaPO., técnicas de cafion de genes, electroporacion, liposomas, lipofeccion y similares. Se encuentra ampliamente
disponible cualquiera de estos métodos para un experto en la materia y serian adecuados para su uso en la
presente invencion. Se encuentran disponibles para los expertos en la materia otros métodos adecuados y se
entendera que la presente invencion puede llevarse a cabo usando cualquiera de os métodos de transfeccion
disponibles. Puede lograrse la lipofeccion encapsulando una molécula de ADN aislado dentro de una particula
liposémica y poniendo en contacto la particula liposémica con la membrana celular de la célula diana. Los liposomas
son particulas coloidales autoensamblantes en las que una bicapa lipidica, compuesta de moléculas anfifilas, tales
como fosfatidil serina o fosfatidil colina, encapsulan una porcién del medio circundante, de tal forma que la bicapa
lipidica rodea un interior hidréfilo. Pueden construirse liposomas unilamelares o multilamelares, de tal forma que el
interior contiene un agente quimico deseado, un farmaco o, como en la presente invencién, una molécula de ADN
aislada.

En otro aspecto, los polinucleétidos que codifican polipéptidos de la invenciéon pueden usarse para expresar y
suministrar un polipéptido de AARS mediante terapia celular. De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion
incluye una terapia celular para tratar una enfermedad o trastorno, que comprende administrar una célula
hospedadora que expresa o que es capaz de expresar, un polipéptido de AARS.

La terapia celular implica la administracion de células que se han seleccionado, multiplicado y tratado o alterado
farmacoldgicamente (es decir, modificado por ingenieria genética) fuera del organismo (Bordignon, C. et al, Cell
Therapy: Achievements and Perspectives (1999), Haematologica, 84, péags. 1110-1149). Dichas células
hospedadoras incluyen, por ejemplo, células primarias, incluyendo macréfagos y células madre que se han
modificado genéticamente para expresar un polipéptido de AARS. El objetivo de la terapia celular es reemplazar,
reparar o potenciar la funcién biolégica de tejidos u 6rganos dafiados.

Se ha investigado el uso de células trasplantadas para el tratamiento de numerosos trastornos endocrinos, tales
como la anemia y el enanismo, trastornos hematolégicos, insuficiencia renal y hepatica, deficiencias pituitarias y del
SNC y diabetes mellitus (Uludag et al., Technology of Ma mMalian Cell Encapsulation (2000), Advanced Drug
Delivery Reviews, 42, pags. 29-64). Las células trasplantadas pueden funcionar liberando compuestos bioactivos,
tales como un polipéptido de AARS de la invencion, para reemplazar polipéptidos de AARS enddgenos que estan
ausentes o se producen en cantidades insuficientes en un sistema afectado.

Las realizaciones de la presente divulgacién también incluyen oligonucleétidos, ya sea para la deteccion,
amplificacion, terapias antisentido u otros fines. Para estos fines y otros relacionados, el término "oligonucleétido” u
"oligo" u "oligdbmero" pretende abarcar un oligonucleétido individual, asi como multiples "oligonucleétidos" y se refiere
a cualquier polimero de dos o mas nucledétidos, nucledsidos, nucleobases o compuestos relacionados usados como
reactivo en los métodos de amplificacién de la presente invencién, asi como métodos de deteccion posteriores. El
oligonucledtido puede ser ADN y/o ARN y/o analogos de los mismos.

El término oligonucle6tido no indica necesariamente cualquier funcién particular para el reactivo, en cambio, se usa
de manera genérica para abarcar todos los reactivos similares descritos en el presente documento. Un
oligonucledtido puede cumplir diversas funciones diferentes, por ejemplo, puede funcionar como cebador si es capaz
de hibridar con una hebra complementaria y puede ademas extenderse en presencia de una polimerasa de acido
nucleico, puede proporcionar un promotor en caso de que contenga una secuencia reconocida por una ARN
polimerasa y permita la transcripcion y puede funcionar previniendo la hibridacion o impedir la extensién de cebador
en caso de que se sitle y/o modifigue de manera adecuada. Un oligonucleétido también puede funcionar como
sonda o como agente antisentido. Un oligonucledtido puede ser practicamente de cualquier longitud, limitada
Unicamente por su funciéon especifica, por ejemplo, en una reaccion de amplificacion, detectando un producto de
amplificaciéon de la reaccidon de amplificacion o en una aplicacion antisentido o de interferencia de ARN. Puede
usarse cualquiera de los oligonucle6tidos descritos en el presente documento como un cebador, una sonda, un
oligébmero antisentido o un agente de interferencia de ARN.

El término "cebador", tal como se usa en el presente documento, se refiere aun oligonucleétido monocatenario capaz
de actuar como punto de inicio para la sintesis de ADN dirigida por molde en condiciones adecuadas definidas, por
ejemplo, por el tampén y la temperatura, en presencia de cuatro nucleésidos trifosfato diferentes y un agente para la
polimerizacién, tal como una ADN o ARN polimerasa o retrotranscriptasa. La longitud del cebador, en cualquier caso
concreto, depende, por ejemplo, del uso previsto del cebador y generalmente varia de aproximadamente 15 a 30
nucleétidos, aunque pueden usarse cebadores mas cortos y mas largos. Las moléculas de cebador cortas requieren
generalmente temperaturas mas frias para formar complejos hibridos con el molde lo suficientemente estables. Un
cebador no necesita reflejar la secuencia exacta del molde, sino que debe ser lo suficientemente complementario
para hibridar con dicho molde. El sitio del cebador es la zona del molde con la que hibrida un cebador. El par de
cebador es un conjunto de cebadores que incluye un cebador cadena arriba 5' que hibrida con el extremo 5' de la
secuencia que se va a amplificar y un cebador cadena abajo 3' que hibrida con el complemento del extremo 3' de la
secuencia que se va a amplificar.

El término "sonda", tal como se usa en el presente documento, incluye una molécula inmovilizada sobre una

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2638311 T3

superficie o soluble pero que puede inmovilizarse que puede ser reconocida por una diana particular. Véase, por
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos n.° 6.582.908 para un ejemplo de matrices que tienen todas las
combinaciones de sondas posibles con 10, 12 y mas bases. Las sondas y los cebadores usados en el presente
documento comprenden normalmente al menos 10-15 nucleétidos contiguos de una secuencia conocida. Para
mejorar la especificidad, también pueden emplearse cebadores y sondas mas largos, tales como sondas y
cebadores que comprenden al menos 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o al menos 150 nucleétidos de una
secuencia de referencia de AARS o su complemento. Las sondas y los cebadores pueden ser considerablemente
mas largos que estos ejemplos y se entendera que puede emplearse cualquier longitud soportada por el
conocimiento de la técnica y la memoria descriptiva, incluyendo las tablas, las figuras y el listado de secuencias.

Los métodos para preparar y usar sondas y cebadores se describen en las referencias, por ejemplo, Sambrook, J. et
al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., vol. 1-3, Cold Spring Harbor Press, Plainview N.Y.;
Ausubel, F. M. et al. (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. & Wiley-Intersciences,
Nueva York N.Y.; Innis, M. et al. (1990) PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications, Academic Press, San
Diego Calif. Los pares de cebadores de PCR pueden obtenerse de una secuencia conocida, por ejemplo, usando
programas informaticos previstos para ese fin, tales como Primer (versiéon 0.5, 1991, Whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge Mass.).

Los oligonucledtidos para su uso como cebadores o sondas pueden seleccionarse usando programas informaticos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, el programa informatico OLIGO 4.06 es (til para la seleccion de pares de
cebadores de PCR de hasta 100 nucleétidos cada uno y para el andlisis de oligonucleétido y polinucleédtidos mas
largos de hasta 5000 nucledtidos a partir de una secuencia de polinucleétido de entrada de hasta 32 kilobases.
Otros programas similares para la seleccion de cebadores han incorporado caracteristicas adicionales para
capacidades expandidas. Por ejemplo, el programa para la seleccion de cebadores PrimOU (disponible para el
publico a través del Genome Center at University of Texas South West Medical Center, Dallas Tex.) tiene la
capacidad de seleccionar cebadores especificos procedentes de secuencias de megabases y por lo tanto es Util
para disefiar cebadores con una perspectiva de todo el genoma.

El programa para la seleccion de cebadores Primer3 (disponible para el publico a través del Whitehead Institute/MIT
Center for Genome Research, Cambridge Mass.) permite al usuario introducir una "biblioteca de cebado incorrecto”,
en la que el usuario especifica qué secuencias se han de evitar como sitios de unién a cebador. Primer3 es (til, en
particular, para la seleccién de oligonucleétidos para micromatrices. (El cédigo fuente para estos dos ultimos
programas de seleccion de cebadores puede obtenerse también de sus fuentes respectivas y modificarse para
satisfacer las necesidades especificas del usuario). El programa PrimeGen (disponible para el publico a través del
UK Human Genome Mapping Project Resource Centre, Cambridge, R.U.) disefia cebadores basandose en multiples
alineamientos de secuencia, permitiendo de este modo la seleccidn de cebadores que hibridan con las regiones mas
conservadas o las regiones menos conservadas de secuencias de acido nucleico alineadas. Por tanto, este
programa es Util para la identificacion de oligonuclettidos y fragmentos de polinucleétido conservados. Los
oligonucledtidos y fragmentos de polinucleétido identificados mediante cualquiera de los métodos de seleccion
anteriores son (tiles en las tecnologias de hibridacién, por ejemplo, como cebadores de secuenciacion PCR,
elementos de micromatriz o sondas especificas para identificar polinucleétidos total o parcialmente complementarios
en una muestra de acido nucleico. Los métodos para la seleccién de oligonucleétidos no se limitan a los descritos en
el presente documento.

En determinadas realizaciones, pueden prepararse oligonucleétidos mediante sintesis escalonada en fase solida,
empleando métodos detallados en las referencias citadas anteriormente y mas adelante respecto de la sintesis de
oligonucledtidos que tienen una mezcla de enlaces de cadena principal no cargados y catiénicos. En algunos casos,
puede ser deseable afiadir restos quimicos adicionales al oligonucleétido, por ejemplo, para mejorar la
farmacocinética o para facilitar la captura o la deteccién del compuesto. Dicho resto puede unirse covalentemente,
normalmente a un extremo del oligémero, de acuerdo con método sintéticos convencionales. Por ejemplo, la adicién
de un resto de polietilenglicol u otro polimero hidréfilo, por ejemplo, uno que tenga 10-100 subunidades
monoméricas, puede ser Util para mejorar la solubilidad. Uno o mas grupos cargados, por ejemplo, grupos cargados
anionicos, tales como un &cido organico, pueden mejorar la captacioén celular.

Pueden emplearse diversas moléculas detectables para hacer que un oligonucleétido o una proteina sea detectable,
tales como radioisétopos, fluorocromos, tintes, enzimas, nanoparticulas, marcadores quimioluminiscentes, biotina u
otro mondémero conocido en la técnica que pueda detectarse directamente (por ejemplo, por emisiéon de luz) o
indirectamente (por ejemplo, por unién de un anticuerpo marcado fluorescentemente).

Los radiois6topos proporcionan ejemplos de moléculas detectables que pueden utilizarse en determinados aspectos
de la presente invencion. Pueden usarse varios radiois6topos como moléculas detectables para marcar nucleétidos
o proteinas, incluyendo, por ejemplo, **P, ¥*P, **s, ®H y '*®|. Estos radiois6topos tienen semividas, tipos de
desintegracion y niveles de energia diferentes que pueden ajustarse a medida para satisfacerlas necesidades de un
protocolo particular. Por ejemplo, el ®H es un emisor de baja energia que da como resultado bajos niveles de fondo,
aunque esta baja energia también da como resultado largos periodos de tiempo de autorradiografia. Se encuentran
disponibles comercialmente ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos y aminoacidos marcados radiactivamente. Hay
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disponibles nucleétidos que estan marcados radiactivamente en el primer grupo fosfato o a, o en el tercer grupo
fosfato o y. Por ejemplo, se encuentran disponibles comercialmente tanto [a - **P] dATP como [y - *2P] dATP.
Ademas, también se encuentran disponibles comercialmente diferentes actividades especificas para nucle6tidos
marcados radiactivamente y pueden disefiarse a medida para diferentes protocolos.

Otros ejemplos de moléculas detectables que pueden utilizarse para detectar un oligonucleétido incluyen fluoréforos.
Pueden emplearse varios fluoréforos para el marcaje de nucleétidos incluyendo, por ejemplo, fluoresceina,
tetrametilrodamina, rojo Texas y varios otros (por ejemplo, Haugland, Handbook of Fluorescent Probes - 92 Ed.,
2002, Molec. Probes, Inc., Eugene OR; Haugland, The Handbook: A Guide to Fluorescent Probes and Labeling
Technologies-10?2 Ed., 2005, Invitrogen, Carlsbad, CA).

Como ejemplo, los oligonucleétidos pueden marcarse fluorescentemente durante la sintesis quimica, ya que la
incorporacion de aminas o tioles durante la sintesis de nucleétidos permite la adicion de fluoréforos. Se encuentran
disponibles comercialmente nucledtidos marcados fluorescentemente. Por ejemplo, hay disponibles uridina y
desoxiuridina trifosfatos que estan conjugados a diez diferentes fluoréforos que abarcan el espectro. Los colorantes
fluorescentes que pueden unirse directamente a los nucledtidos también pueden usarse como moléculas
detectables. Por ejemplo, FAM, JOE, TAMRA y ROX son colorantes fluorescentes de amina reactiva que se han
unido a nucledtidos y se usan en la secuenciacion de ADN automatizada. Estos nucleétidos marcados
fluorescentemente, por ejemplo, ROX-ddATP, ROX-ddCTP, ROX-ddGTP y ROX-ddUTP, se encuentran disponibles
comercialmente.

También hay disponibles moléculas detectables no radiactivas y no fluorescentes. Como se ha indicado
anteriormente, la biotina puede unirse directamente a los nucleétidos y detectarse mediante la unién especifica y de
alta afinidad a avidina o estreptavidina que se ha acoplado quimicamente a una enzima que cataliza una reaccion
colorimétrica (tal como fosfatasa, luciferasa o peroxidasa). De manera similar, pueden usarse nucledtidos marcados
con digoxigenina para la deteccién no isotépica de acidos nucleicos. Se encuentran disponibles comercialmente
nucleétidos biotinilados y marcados con digoxigenina.

También pueden usarse particulas muy pequefias, denominadas nanoparticulas, para marcar sondas de
oligonucledtido. Estas particulas tienen un tamafio en el intervalo de 1-1000 nm e incluyen diversas estructuras
guimicas, tales como particulas de oro y plata y puntos cuanticos. Cuando se irradian con una luz blanca incidente
con un angulo determinado, las nanoparticulas de plata u oro en el intervalo de 40-120 nm dispersaran luz
monocromatica con una alta intensidad. La longitud de onda de la luz dispersada depende del tamafio de la
particula. De cuatro a cinco particulas diferentes muy préximas entre si dispersaran cada una luz monocromatica,
que cuando se superponga proporcionara un color Unico especifico. Las particulas se fabrican por compaiiias tales
como Genicon Sciences (Carlsbad, CA). Las particulas de plata u oro derivatizadas pueden unirse a una gran
variedad de moléculas que incluyen proteinas, anticuerpos, moléculas pequefias, ligandos de receptor y acidos
nucleicos. Por ejemplo, puede derivatizarse quimicamente la superficie de la particula para permitir la union a un
nucleétido.

Otros tipos de nanoparticulas que pueden usarse para la deteccion de una molécula detectable incluyen puntos
cuanticos. Los puntos cuanticos son cristales fluorescentes de 1-5 nm de diametro que son excitables mediante luz
dentro de un amplio intervalo de longitudes de onda. Tras su excitacion mediante luz que tenga una longitud de onda
adecuada, estos cristales emiten luz, tal como luz monocromatica, con una longitud de onda que depende de su
composicion quimica y tamafio. Los puntos cuanticos tales como CdSe, ZnSe, InP o InAs poseen propiedades
Opticas Unicas; estos puntos cudnticos y otros similares se encuentran disponibles de una serie de fuentes
comerciales (por ejemplo, NN-Labs, Fayetteville, AR; Ocean Nanotech, Fayetteville, AR; Nanoco Technologies,
Manchester, R.U.; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Pueden crearse decenas de clases de particulas segun el nimero de clases de tamafio de los cristales de puntos
cuanticos. Las clases de tamafio de los cristales se crean 1) mediante un control estricto de los parametros de
formacion de los cristales para crear cada clase de tamafio deseado de la particula o 2) mediante creacién de lotes
de cristales con parametros de formacion de cristales poco controlados, seguido de clasificacion de acuerdo con el
tamafio y/o las longitudes de onda de emisién deseados. Dos ejemplos de referencias en las que se incluyen puntos
cuanticos dentro de capas epitaxiales de silicio intrinsecas de dispositivos semiconductores emisores/detectores de
luz son las Patentes de los Estados Unidos n.° 5.293.050 y 5.354.707 de Chapple Sokol, et al.

En determinadas realizaciones, los cebadores o sondas de oligonucleétidos pueden marcarse con uno o mas
colorantes emisores de luz o detectables de otro modo. La luz emitida por los colorantes puede ser luz visible o luz
invisible, tal como luz ultravioleta o luz infrarroja. En realizaciones a modo de ejemplo, el colorante puede ser un
colorante de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET); un colorante de xanteno, tal como
fluoresceina y rodamina; un colorante que tiene n grupo amino en la posicion alfa o beta (tal como un colorante de
naftilamina, 1-dimetilaminonaftil-5-sulfonato, sulfonato de 1-anilino-8-naftaleno y sulfonato de 2-p-touidinil-6-
naftaleno); un colorante que tiene 3-fenil-7-isocianatocoumarina; una acridina, tal como 9-isotiocianatoacridina y
naranja de acridina; un pireno, un benzoxadiazol y estilibeno; un colorante que tiene 3-(e-carboxipentil)-3'-etil-5,5'-
dimetiloxacarbocianina (CYA); 6-carboxi fluoresceina (FAM); 5 y 6-carboxirrodamina-110 (R110); 6-
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carboxirrodamina-6G (R6G); N,N,N’,N’-tetrametil-6-carboxirrodamina (TAMRA); 6-carboxi-X-rodamina (ROX); 6-
carboxi-4’,5'-dicloro-2’,7'-dimetoxifluoresceina (JOE); ALEXA FLUOR™; Cy2; rojo Texas y rojo de rodamina; 6-
carboxi-2’,4,7,7-tetraclorofluoresceina (TET); 6-carboxi-2',4,4',5",7,7-hexaclorofluoresceina (HEX); 5-carboxi-
2'.4' 5" 7'-tetraclorofluoresceina (ZOE); NAN; NED; Cy3; Cy3.5; Cy5; Cy5.5; Cy7; y Cy7.5; IR800CW, ICG, Alexa
Fluor 350; Alexa Fluor 488; Alexa Fluor 532; Alexa Fluor 546; Alexa Fluor 568; Alexa Fluor 594; Alexa Fluor 647;
Alexa Fluor 680 o Alexa Fluor 750.

Los polinucleétidos y oligonucleétidos de AARS de la presente invencidon pueden usarse en cualquiera de las
composiciones y métodos terapéuticos, diagnoésticos, de investigacion o de descubrimiento de farmacos descritos en
el presente documento.

V. ANTICUERPOS

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencidn proporciona ademas anticuerpos que muestran especificidad de
unién por un polipéptido de AARS o su compafiero de unién celular nativo (es decir, compafiero de unién de receptor
celular, lipido, carbohidrato, proteina o acido nucleico), o un complejo los mismos y métodos de uso de los mismos.
El término anticuerpo incluye las diversas variaciones de los mismos, tales como FAB, anticuerpos humanos,
anticuerpos humanos modificados, cadenas individuales, anticuerpos no humanos y otros derivados del plegamiento
de la inmunoglobulina que subyacen en el sistema inmunitario como ligandos para antigenos, tal como se describe
en el presente documento y se conoce en la técnica. Los anticuerpos pueden usarse en cualquiera de los métodos y
composiciones terapéuticas, diagndsticas, de descubrimiento de farmacos o de expresién/purificacion de proteinas
proporcionados en el presente documento.

Determinados anticuerpos de la presente invencién difieren respecto de algunos anticuerpos producidos con
anterioridad debido a que pueden distinguir entre los fragmentos de proteina AARS de las tablas 1-3 o las tablas 4-6
o las tablas 7-9 y sus correspondientes AARS de longitud completa, normalmente uniéndose con mayor afinidad a
los fragmentos de proteina AARS que a las AARS de longitud completa correspondientes. En general, dichos
anticuerpos pueden unirse a secuencias o0 estructuras Unicas generadas o reveladas mediante variaciones de corte y
empalme, protedlisis u otro procesamiento celular que genere un fragmento de proteina AARS de la invencién (por
ejemplo, procesamiento postraduccional, incluyendo, pero sin limitacion, fosforilacién y otras modificaciones que
cambian la estructura de la proteina). En algunos aspectos, los anticuerpos pueden unirse a secuencias alrededor
de una unién de corte y empalme Unica (por ejemplo, a una 0 mas regiones de al menos 5 aminoacidos contiguos
seleccionados entre las secuencias de unién de corte y empalme listadas en las tablas 2B, 5B u 8B o como
alternativa, a cualquier secuencia de aminoacidos en C-terminal de este sitio de corte y empalme, por ejemplo, tal
como se lista en las tablas 2B, 5B u 8B. Por ejemplo, dichos anticuerpos pueden tener especificidad de union por
una 0 mas caras no expuestas a disolventes que se encuentran expuestas en el fragmento de proteina AARS pero
no en la AARS de longitud completa o secuencias que no se encuentran o que son de otro modo inaccesibles en las
AARS de longitud completa. Los anticuerpos también pueden unirse a estructuras tridimensionales Unicas que
surgen como resultado de diferencias en el plegamiento entre el fragmento de proteina AARS y la AARS de longitud
completa. Dichas diferencias en el plegamiento pueden estar localizadas (por ejemplo, en un dominio o una region
especifica) o globalizadas. Como ejemplo, el plegamiento de fragmentos de proteina AARS pueden generar
epitopos continuos o discontinuos Unicos que no se encuentran en la AARS correspondiente o parental. Los
ejemplos también incluyen anticuerpos que se unen especificamente a los extremos N o C-terminales generados por
variaciones de corte y empalme, protedlisis u otro procesamiento celular; dichos extremos pueden ser Unicos en
comparacion con la AARS de longitud completa o pueden no estar expuestos a la uniéon de anticuerpos en las
versiones de longitud completa debido a que sus extremos estan completa o parcialmente enterrados en la
estructura general de la molécula parental de AARS de mayor tamafio.

En algunas realizaciones, los anticuerpos proporcionados en el presente documento no forman agregados, tienen
una solubilidad deseada y/o tienen un perfil de inmunogenicidad que es adecuado para su uso en seres humanos,
tal como se describe en el presente documento y se conoce en la técnica. También se incluyen anticuerpos que son
adecuados para trabajos de produccion, tal como para purificar los fragmentos de proteina AARS descritos en el
presente documento. Preferentemente, pueden concentrarse los anticuerpos activos a al menos aproximadamente
10 mg/ml y opcionalmente formularse para usos bioterapéuticos.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos son eficaces para modular una o mas de las actividades no
canolnicas mediadas por un polipéptido de AARS de la invencion. En determinadas realizaciones, por ejemplo, el
anticuerpo es uno que se une a un polipéptido de AARS y/o su compafiero de union, inhibe su capacidad para
interactuar entre si y/o antagoniza la actividad no canénica del polipéptido de AARS. En determinadas realizaciones,
por ejemplo, el anticuerpo se une al compafiero de union celular de un polipéptido de AARS e imita la actividad del
polipéptido de AARS, tal como aumentando o agonizando la actividad no canénica mediada por el polipéptido de
AARS. Por consiguiente, pueden usarse anticuerpos para diagnosticar, tratar o prevenir enfermedades, trastornos u
otras afecciones que estan mediadas por un polipéptido de AARS de la invencion, tal como antagonizando o
agonizando su actividad parcial o completamente.

Se dice que un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo "se une especificamente"”, "se une

61



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2638311 T3

inmunolégicamente" y/o es "inmunoldégicamente reactivo” con un polipéptido de la invencion en caso de que
reaccione a un nivel detectable (en, por ejemplo, un ensayo ELISA) con el polipéptido y no reaccione
detectablemente de un modo estadisticamente significativo con polipéptidos no relacionados en condiciones
similares. En determinados casos, un agente de unién no interactda significativamente con una version de longitud
completa del polipéptido de AARS.

La unién inmunoldgica, tal como se usa en este contexto, se refiere generalmente a las interacciones no covalentes
del tipo que se produce entre una molécula de inmunoglobulina y un antigeno para el cual es especifica la
inmunoglobulina. La fuerza o afinidad de union, tales como interacciones de unién inmunoldgica, pueden expresarse
en términos de la constante de disociacion (Kq) de la interaccion, en donde una Kg mas pequefa representa una
mayor afinidad. Las propiedades de union inmunolégica de los polipéptidos seleccionados pueden cuantificarse
usando métodos bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Davies et al. (1990) Annual Rev. Biochem.
59:439-473. En determinadas realizaciones ilustrativas, un anticuerpo tiene una afinidad por un fragmento de
proteina AARS de al menos aproximadamente 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,0,8,0,9, 1, 2, 3,4,5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40 o 50 nM. En determinadas
realizaciones, la afinidad del anticuerpo por un fragmento de proteina AARS es mas fuerte que su afinidad por un
polipéptido de AARS de longitud completa correspondiente, normalmente en aproximadamente 1,5%, 2x, 2,5x%, 3X,
3,5X%, 4x, 4,5x, 5x, 6x, 7X, 8%, 9x, 10x, 15x%, 20x, 25x, 30x, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 200x, 300x, 400x, 500x,
600x, 700x, 800x, 900x, 1000x o mas (incluyendo todos los nimeros enteros intermedios). En determinadas
realizaciones, un anticuerpo tiene una afinidad por una proteina AARS de longitud completa correspondiente de la
menos aproximadamente 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20
MM. En determinadas realizaciones, un anticuerpo se une débilmente o de manera sustancialmente indetectable a
una proteina AARS de longitud completa.

Un "sitio de union a antigeno" o "porcion de unién" 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 restos de
aminoacidos de las regiones N-terminales variables ("V") de las cadenas pesadas ("H") y ligeras ("L"). Tres series
altamente divergentes dentro de las regiones V de las cadenas pesada y ligera se citan como "regiones
hipervariables”, que estan interpuestas entre las series flanqueantes mas conservadas, conocidas como "regiones
marco conservadas” o "FR". Por lo tanto, el término "FR" se refiere a secuencias de aminoacidos que se encuentran
de manera natural entre y adyacentes a regiones hipervariables en las inmunoglobulinas. En una molécula de
anticuerpo, las tres regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres regiones hipervariables de una cadena
pesada estan dispuestas relacionadas entre si en un 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 pesadas y ligeras se citan como 'regiones
determinantes de la complementariedad" o "CDR".

Los anticuerpos pueden prepararse mediante cualquiera de diversas técnicas conocidas por los expertos en la
materia. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988.
Pueden prepararse anticuerpos monoclonales especificos para un polipéptido de interés, por ejemplo, usando la
técnica de Kohler y Milstein, Eur. J. | mMunol. 6:511-519, 1976 y las mejoras de la misma. También se incluyen
métodos que utilizan animales transgénicos, tales como ratones, para expresar anticuerpos humanos. Véase, por
ejemplo, Neuberger et al., Nature Biotechnology 14:826, 1996; Lonberg et al., Handbook of Experimental
Pharmacology 113:49-101, 1994; y Lonberg et al., Internal Review of i mMunology 13:65-93, 1995. Los ejemplos
particulares incluyen la plataforma VELOCI mMUNE® de REGERNEREX® (véase, por ejemplo, la Patente de los
Estados Unidos n.° 6.596.541). También pueden generarse o identificarse anticuerpos mediante el uso de
bibliotecas de presentacion en fagos o de presentacion en levaduras (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos n.° 7.244.592; Chao et al., Nature Protocols. 1:755-768, 2006). Los ejemplos no limitantes de bibliotecas
disponibles incluyen bibliotecas clonadas o sintéticas, tales como la Human Combinatorial Antibody Library (HUCAL),
en la que se representa la diversidad estructural del repertorio de anticuerpos humanos mediante siete genes de
region variable de cadena pesada y siete de cadena ligera. La combinacién de estos genes da lugar a 49 armazones
en la biblioteca maestra. Al superponer casetes genéticos altamente variables (CDR = regiones determinantes de la
complementariedad) sobre estos armazones, puede producirse el vasto repertorio de anticuerpos humanos.
También se incluyen bibliotecas humanas disefiadas con fragmentos originarios del donante que codifican una
region variable de cadena ligera, una CDR-3 de cadena pesada, ADN sintético que codifica la diversidad en la CDR-
1 de cadena pesada y ADN sintético que codifica la diversidad en la CDR-2 de cadena pesada. Otras bibliotecas
adecuadas para su uso seran evidentes para los expertos en la materia. Los polipéptidos de la presente invencién
pueden usarse en el proceso de purificacion en, por ejemplo, una etapa de cromatografia de afinidad.

Puede producirse un fragmento "Fv" mediante escision proteolitica preferencial de una IgM y en raras ocasiones de
una molécula de inmunoglobulina IgG o IgA. Sin embargo, los fragmentos Fv se obtienen con mas frecuencia
usando técnicas recombinantes conocidas en la técnica. El fragmento Fv incluye un heterodimero no covalente de
Vu::VL que incluye un sitio de unién a antigeno que retiene gran parte de las capacidades de reconocimiento y union
al antigeno de la molécula de anticuerpo nativa. Véase, por ejemplo, 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.
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Un polipéptido de Fv monocatenario ("sFv") es un heterodimero de Vy::VL unido covalentemente que se expresa a
partir de una fusion génica que incluye genes que codifican V4 y Vi unidos mediante un enlazador codificador de un
péptido. Huston et al. (1988) PNAS USA. 85(16):5879-5883. Se han descrito una serie de métodos para discernir
estructuras quimicas para convertir las cadenas de polipéptido ligera y pesada agregadas de manera natural, pero
guimicamente separadas de una regién V de anticuerpo en una molécula sFv que se plegara en una estructura
tridimensional sustancialmente similar a la estructura de un sitio de unién a antigeno. Véase, por ejemplo, las
Patentes de los Estados Unidos n.° 5.091.513 y 5.132.405, de Huston et al.; y la Patente de los Estados Unidos n.°
4.946.778, de Ladner et al.

Cada una de las moléculas anteriormente descritas incluye un conjunto de CDR de cadena pesada y de cadena
ligera, respectivamente interpuestos entre un conjunto de Fr de cadena pesada y de cadena ligera que proporciona
soporte para las CDR y definen la relacién espacial de las CDR unas respecto de otras. Tal como se usa en el
presente documento, la expresion "conjunto de CDR" se refiere a tres regiones hipervariables de una region V de
cadena pesada o ligera. Procediendo desde el extremo N-terminal de una cadena ligera o pesada, estas regiones se
anotan como "CDR1", "CDR2" y "CDR3", respectivamente. Un sitio de unidn a antigeno, por lo tanto, incluye seis
CDR, que comprenden el conjunto de CDR de cada una de las regiones V de cadena pesada y ligera. Un polipéptido
que comprende una sola CDR (por ejemplo, una CDR1, CDR2 o CDR3) se cita en el presente documento como una
"unidad de reconocimiento molecular”. El analisis cristalografico de una serie de complejos de antigeno-anticuerpo
ha demostrado que los restos de aminoacido de las CDR forman un contacto extenso con el antigeno unido, en
donde el contacto con antigeno mas extenso es con la CDR3 de cadena pesada. Por lo tanto, las unidades de
reconocimiento molecular son responsables en primera instancia de la especificidad de un sitio de unién a antigeno.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "conjunto de FR" se refiere a las cuatro secuencias de
aminoacidos flanqueantes que enmarcan las CDR de un conjunto de CDR de una regiéon V de cadena pesada o
ligera. Algunos restos de FR pueden entrar en contacto con el antigeno unido; sin embargo, las FR son
responsables principalmente del plegamiento de la regién V en el sitio de unidén a antigeno, en particular los restos
de FR directamente adyacentes a las CDR. Dentro de las FR, determinados restos de aminoacido y determinadas
caracteristicas estructurales se encuentran muy altamente conservadas. A este respecto, todas las secuencias de
region V contienen un bucle disulfuro de aproximadamente 90 restos de aminoacido. Cuando las regiones V se
pliegan formando un sitio de unién, las CDR se muestran como motivos de bucle proyectados que forman una
superficie de union a antigeno. Generalmente se reconoce que hay regiones estructurales conservadas de las FR
que tienen influencia sobre la forma plegada de los bucles de las CDR en determinadas estructuras "canénicas",
independiente de la secuencia de aminoacidos especifica de la CDR. Ademas, se sabe que determinados restos de
FR participan en los contactos interdominio no covalentes que estabilizan la interaccién de las cadenas pesada y
ligera de anticuerpo.

Determinadas realizaciones incluyen anticuerpos de un solo dominio (sdAb o "nanocuerpos"), que se refieren a un
fragmento de anticuerpo que consiste en un solo dominio de anticuerpo variable monomérico (véase, por ejemplo,
las Patentes de los Estados Unidos n.° 5.840.526; 5.874.541; 6.005.079, 6.765.087, 5.800.988; 5.874.541; y
6.015.695). Dichos sdAB tienen normalmente un peso molecular de aproximadamente 12-15 kDa. En determinados
aspectos, los sdAB y otras moléculas de anticuerpo pueden derivarse o aislarse de los anticuerpos monocatenarios
Unicos de camellos y llamas inmunizados, normalmente citados como camélidos. Véase, por ejemplo, Conrath et al.,
JBC. 276:7346-7350, 2001.

Se ha descrito una serie de moléculas de anticuerpo "humanizadas" que comprenden un sitio de unién a antigeno
derivado de una inmunoglobulina no humana, incluyendo anticuerpos quiméricos que tienen regiones V de roedor 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 | mMunol. 138:4534-4538; y Brown et al.
(1987) Cancer Res. 47:3577-3583), CDR de roedor injertadas en una FR de soporte humana antes de la fusion con
un dominio constante de anticuerpo humano adecuado (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 roedor soportadas por FR
chapadas de manera recombinante (Publicacién de Patente Europea 519.596, publicada el 23 de diciembre de
1992). Estas moléculas "humanizadas" se disefian para minimizar la respuesta inmunolégica no deseada frente a
moléculas de anticuerpo de roedor anti-humano, lo que limita la duracion y la eficacia de las aplicaciones
terapéuticas de estos restos en receptores humanos. Véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos n.°
5.530.101; 5.585.089; 5.693.762; 6.180.370; y 7.022.500.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden usarse en cualquiera de los métodos y composiciones
terapéuticas, diagnosticas, de descubrimiento de farmacos, de purificacion de proteinas y analiticas descritas en el
presente documento.

VI. ALTERNATIVAS A LOS ANTICUERPOS Y OTROS AGENTES DE UNION

De acuerdo con otro aspecto, la presente divulgacion proporciona ademas alternativas a anticuerpos u otros agentes

de unidn, tales como receptores solubles, adnectinas, péptidos, peptidomiméticos, moléculas pequefas, aptameros,
etc., que muestran especificidad de unién por un polipéptido de AARS o su compariero de unién celular, tal como se
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divulga en el presente documento o con una porcion, variante o derivado de los mismos y composiciones y métodos
para usar los mismos. Pueden usarse agentes de unién en cualquiera de los métodos y composiciones terapéuticas,
diagndsticas, de descubrimiento de farmacos o de expresion/purificacion de proteinas y analiticos descritos en el
presente documento. Los agentes de unién de base bioldgica, tales como las adnectinas, los receptores solubles, los
avimeros y las trinectinas son particularmente Utiles.

En determinadas realizaciones, dichos agentes de union son eficaces para modular una 0 mas de las actividades no
canonicas mediadas por un polipéptido de AARS de la invencion. En algunas realizaciones, por ejemplo, el agente
de union es uno que se une a un polipéptido de AARS y/o su compafiero de unién, inhibe su capacidad para
interactuar entre si y/o antagoniza la actividad no canénica del polipéptido de AARS. En determinadas realizaciones,
por ejemplo, el agente de unién se une al compafiero de unién celular de un polipéptido de AARS e imita la actividad
del polipéptido de AARS, tal como aumentando o agonizando la actividad no canénica mediada por el polipéptido de
AARS. Por consiguiente, dichos agentes de unién pueden usarse para diagnosticar, tratar o prevenir enfermedades,
trastornos u otras afecciones que estan mediadas por un polipéptido de AARS de la invencion, tal como
antagonizando o agonizando su actividad parcial o completamente.

Se dice que un agente de union se "une especificamente" a un polipéptido de AARS de la invencién o su compafiero
de unién celular, en caso de que reaccione a un nivel detectable (en, por ejemplo, un ensayo ELISA) con el
polipéptido o su compafiero de union celular y no reaccione detectablemente de un modo estadisticamente
significativo con polipéptidos no relacionados en condiciones similares. En determinados casos, un agente de unién
no interactia significativamente con una version de longitud completa del polipéptido de AARS. En determinadas
realizaciones ilustrativas, un agente de unién tiene una afinidad por un fragmento de proteinas AARS o0 su
compaiiero de unién celular de al menos aproximadamente 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40 o0 50 nM. En
determinadas realizaciones, la afinidad del agente de unién por un fragmento de proteina AARS es mas fuerte que
su afinidad por un polipéptido de AARS de longitud completa correspondiente, normalmente en aproximadamente
1,5x, 2x, 2,5x, 3x, 3,5X%, 4%, 4,5X, 5X, 6X, 7X, 8%, 9%, 10x, 15x, 20x, 25x%, 30x, 40x, 50x, 60x, 70X, 80x, 90x, 100x, 200X,
300x, 400x, 500x, 600x, 700x, 800x, 900x, 1000x o mas (incluyendo todos los nimeros enteros intermedios). En
determinadas realizaciones, un agente de union tiene una afinidad por una proteina AARS de longitud completa
correspondiente de la menos aproximadamente 0,5, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,19 0 20
UM.

Como se ha indicado anteriormente, los "péptidos” se incluyen como agentes de unién. El término péptido se refiere
normalmente a un polimero de restos de aminoacidos y a variantes y analogos sintéticos del mismo. En
determinadas realizaciones, el término "péptido"” se refiere a polipéptidos relativamente cortos, incluyendo péptidos
gue consisten en aproximadamente 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45
0 50 aminoécidos, incluyendo todos los nimeros enteros e intervalos (por ejemplo, 5-10, 8-12, 10-15) intermedios e
interactia con un polipéptido de AARS, su compafiero de unién celular o ambos. Los péptidos pueden estar
compuestos de aminoacidos de origen natural y/o aminoacidos de origen no natural, tal como se describen en el
presente documento.

Ademas de los péptidos que consisten (nicamente en aminoacidos de origen natural, también se proporcionan
peptidomiméticos o analogos de péptidos. Los analogos de péptidos se usan comunmente en la industria
farmacéutica como farmacos no peptidicos con propiedades analogas a aquellas del péptido molde. Estos tipos de
compuesto no peptidico se denominan "miméticos de péptidos" o "peptidomiméticos" (Luthman, et al., A Textbook of
Drug Design and Development, 14:386-406, 22 Ed., Harwood Academic Publishers (1996); Joachim Grante, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl., 33:1699-1720 (1994); Fauchere, J., Adv. Drug Res., 15:29 (1986); Veber y Freidinger TINS, p.
392 (1985); y Evans, et al.,, J. Med. Chem. 30:229 (1987)). Un peptidomimético es una molécula que imita la
actividad bioldgica de un péptido pero su naturaleza quimica ya no es peptidica. Se conocen en la técnica
compuestos peptidomiméticos y se describen, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.° 6.245.886.

La presente invencion también incluye peptoides. Los derivados de peptoides o péptidos representan otra forma de
péptidos modificados que conservan los determinantes estructurales importantes para la actividad biol6gica, aunque
eliminan los enlaces peptidicos, confiriendo de este modo resistencia a la protedlisis (Simon, et al., PNAS USA.
89:9367-9371, 1992). Los peptoides son oligomeros de glicinas N-sustituidas. Se ha descrito una serie de grupos de
N-alquilo, correspondientes cada uno a la cadena lateral de un aminoacido natural. Los peptidomiméticos de la
presente invencion incluyen compuestos en los que al menos un aminoéacido, unos pocos aminoacidos o todos los
restos de aminoacidos estan reemplazados por las glicinas N-sustituidas correspondientes. Se describen bibliotecas
de peptoides, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.° 5.811.387.

Un agente de unién también puede incluir una o mas moléculas pequefias. Una "molécula pequefia” se refiere a un
compuesto organico que es de origen sintético o biolégico (biomolécula), pero normalmente no es un polimero. Los
compuestos organicos se refieren a una gran clase de compuestos bioguimicos cuyas moléculas contienen carbono,
excluyendo normalmente aquellos que contienen Unicamente carbonatos, 6xidos de carbono sencillo o cianuros.
Una "biomolécula" se refiere generalmente a una molécula organica que se produce por un organismo Vivo,
incluyendo moléculas poliméricas grandes (biopolimeros), tales como péptidos, polisacaridos y también acidos
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nucleicos y moléculas pequefias, tales como metabolitos primarios o secundarios, lipidos, fosfolipidos, glucolipidos,
esteroles, glicerolipidos, vitaminas y hormonas. Un "polimero" se refiere generalmente a una molécula o
macromolécula grande compuesta de unidades estructurales repetitivas, que normalmente estan conectadas
mediante enlace quimico covalente.

En determinadas realizaciones, una molécula pequefia tiene un peso molecular de menos de 1000-2000 Dalton,
normalmente entre aproximadamente 300 y 700 Dalton e incluyendo aproximadamente 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 550, 500, 650, 600, 750, 700, 850, 800, 950, 1000 o 2000 Dalton. En otras partes del presente
documento se describen bibliotecas de molécula pequefia.

También se incluyen como agentes de unién los aptameros (véase, por ejemplo, Ellington et al., Nature. 346, 818-
22, 1990; y Tuerk et al., Science. 249, 505-10, 1990). Los ejemplos de aptameros incluyen aptameros de acido
nucleico (por ejemplo, aptdmeros de ADN, aptameros de ARN) y aptameros peptidicos. Los aptameros de acido
nucleico se refieren en general a especies de acido nucleico que se han modificado a través de rondas repetidas de
seleccién in vitro o un método equivalente, tal como SELEX (evolucidon sistematica de ligandos mediante
enriquecimiento exponencial), para unir varias dianas moleculares, tales como moléculas pequefias, proteinas,
acidos nucleicos e incluso células, tejidos y organismos. Véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos n.°
6.376.190; y 6.387.620. Por lo tanto, se incluyen aptameros de acidos nucleicos que se unen a los polipéptidos de
AARS descritos en el presente documento y/o sus compafieros de union celulares.

Los aptameros peptidicos incluyen normalmente un bucle de péptido variable unido en ambos extremos a un
armazoén de proteina, una restriccién estructural doble que normalmente aumenta la afinidad de unién del aptamero
peptidico a niveles comparables con los de un anticuerpo (por ejemplo, en el intervalo nanomolar). En determinadas
realizaciones, la longitud del bucle variable puede estar compuesta de aproximadamente 10-20 aminoacidos
(incluyendo todos los nimeros enteros intermedios), y el armazén puede incluir cualquier proteina que tenga buenas
propiedades de solubilidad y compacidad. Determinadas realizaciones a modo de ejemplo pueden utilizar la proteina
bacteriana tiorredoxina A como proteina de armazoén, estando el bucle variable insertado dentro del sitio activo
reductor (bucle -Cys-Gly-Pro-Cys- en la proteina silvestre), pudiendo las dos cadenas laterales de las cisteinas
formar un puente disulfuro. Los métodos para identificar aptameros peptidicos se describen, por ejemplo, en la
Solicitud de los Estados Unidos n.° 2003/0108532. Por tanto, se incluyen aptameros de péptidos que se unen a los
polipéptidos de AARS descritos en el presente documento y/o sus comparfieros de unidn celulares. La seleccion de
aptameros de péptidos puede efectuarse usando diferentes sistemas conocidos en la técnica, incluyendo el sistema
de dos hibridos de levadura.

También se incluyen ADNECTINS™, AVIMERS™, anafonas y anticalinas que se unen especificamente a un
fragmento de proteina AARS de la invencién. Las ADNECTINS™ se refieren a una clase de agentes biolégicos
dirigidos obtenidos de fibronectina humana, una proteina extracelular abundante que se une de manera natural a
otras proteinas. Véase, por ejemplo, las Solicitudes de los Estados Unidos n.° 2007/0082365; 2008/0139791; y
2008/0220049. Las ADNECTINS™ consisten normalmente en un armazoén de fibronectina natural, asi como los
dominios de direccionamiento mudltiple de una porcidon especifica de la fibronectina humana. Los dominios de
direccionamiento pueden disefiarse por ingenieria genética para permitir que una ADNECTIN™ reconozca
especificamente una diana terapéutica de interés, tal como un fragmento de proteina AARS de la invencién.

Los AVIMERS™ se refieren a proteinas o péptidos de unién multiméricos disefiados por ingenieria genética usando
reordenamiento de exones in vitro y presentacién en fagos. Se unen multiples dominios de unién, dando como
resultado una mayor afinidad y especificidad en comparacion con los dominios de inmunoglobulina de un solo
epitopo. Véase, por ejemplo, Silverman et al., Nature Biotechnology. 23:1556-1561, 2005; la Patente de los Estados
Unidos n.° 7.166.697; y las Solicitudes de los Estados Unidos n.° 2004/0175756, 2005/0048512, 2005/0053973,
2005/0089932 y 2005/0221384.

También se incluyen proteinas disefiadas de repeticion de anquirina (DARPIn), que incluyen una clase de proteinas
no de inmunoglobulina que pueden ofrecer ventajas frente a los anticuerpos para la unién a la diana en el
descubrimiento de farmacos y el desarrollo de farmacos. Entre otros usos, las DARPin son idealmente adecuadas
para obtenciéon de imagenes in vivo o para el suministro de toxinas u otras cargas terapéuticas debido a sus
propiedades moleculares favorables, incluyendo un pequefio tamafio y una alta estabilidad. La produccién de bajo
coste en bacterias y la rapida generacion de muchas DARPin especificas de diana hacen que la estrategia de
DARPIn sea util para el descubrimiento de farmacos. Ademas, pueden generarse facilmente DARPin en formatos
multiespecificos, ofreciendo el potencial de DARPIn diana y efectoras para un érgano especifico o para dirigirse a
multiples receptores con una molécula compuesta de varias DARPin. Véase, por ejemplo, Stump et al., Curr Opin
Drug Discov Devel. 10:153-159, 2007; Solicitud de los Estados Unidos n.° 2009/0082274; y el documento
PCT/EP2001/10454.

Determinadas realizaciones incluyen "monobodies”, que normalmente utilizan el 10° dominio de fibronectina de tipo
Il de fibronectina humana (FNfn10) como armazén para presentar multiples bucles superficiales para la unién a la
diana. FNfn10 es una proteina pequefia (94 restos) con una estructura de B-sandwich similar al plegamiento de la
inmunoglobulina. Es altamente estable sin enlaces disulfuro o iones metalicos y puede expresarse en la forma
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plegada correcta a un alto nivel en bacterias. El armazén de FNfnl0 es compatible con practicamente cualquier
tecnologia de presentacion. Véase, por ejemplo, Batori et al., Protein Eng. 15:1015-20, 2002; y Wojcik et al., Nat
Struct Mol Biol., 2010; y la Patente de los Estados Unidos n.° 6.673.901.

Las anticalinas se refieren a una clase de miméticos de anticuerpo, que normalmente se sintetizan a partir de
lipocalinas humanas, una familia de proteinas de unién con una regién de bucle hipervariable soportada por un
armazoén estructuralmente rigido. Véase, por ejemplo, la Solicitud de los Estados Unidos n.° 2006/0058510. Las
anticalinas tienen normalmente un tamafo de aproximadamente 20 kDa. Las anticalinas pueden caracterizarse por
una estructura de barril formada por ocho hebras B antiparalelas (un armazén de barril B estable) que estan
conectadas por pares mediante cuatro bucles peptidicos y una hélice a unida. En determinados aspectos, se
practican desviaciones conformacionales en las regiones de bucle hipervariable para lograr una unién especifica.
Véase, por ejemplo, Skerra, FEBS J. 275:2677-83, 2008, incorporado al presente documento por referencia.

VIl. BIOENSAYOS Y ENSAYOS ANALITICOS PARA ENSAYOS DE LIBERACION DE FARMACOS Y
ESPECIFICACIONES DE PRODUCTO, DIAGNOSTICOS, Y REACTIVOS

También se incluyen bioensayos que estan relacionados con los fragmentos de proteina AARS y con agentes
relacionados como reactivos terapéuticos y diagndsticos. Los ejemplos incluyen bioensayos y ensayos analiticos que
miden la pureza, la actividad bioldgica, la afinidad, la solubilidad, el pH, los niveles de endotoxina, entre otros,
muchos de los cuales se describen en el presente documento. También se incluyen ensayos que establecen curvas
de respuesta a la dosis y/o proporcionan una o mas bases para comparacion entre diferentes lotes de agentes. Las
comparaciones entre lotes pueden estar basadas en uno cualquiera o mas de caracterizacion quimica,
caracterizacion biolégica y caracterizacion clinica. Para agentes proteinicos, también se incluyen métodos para
evaluar la potencia, estabilidad, farmacocinética e inmunogenicidad de un agente seleccionado. Entre otros usos,
pueden usarse estos y otros métodos para las pruebas de liberacién de lotes de agentes bhioldgicos o quimicos,
incluyendo los fragmentos de proteina AARS, anticuerpos, agentes de unién, polinucleétidos, tales como agentes
antisentido y vectores y otros descritos en el presente documento.

Determinadas realizaciones incluyen el uso de ensayos de bioafinidad. Dichos ensayos pueden usarse para evaluar
la afinidad de unién, por ejemplo, entre un fragmento de proteina AARS y un compafiero de union celular o entre un
fragmento de proteina AARS y un anticuerpo. También puede medirse la afinidad de unién entre un fragmento de
proteina AARS y un agente de union alternativo, tal como un compuesto de ensayo candidato o lider (por ejemplo,
un modulador de molécula pequefia de un AARS), o entre un compafiero de unién celular de AARS y un compuesto
de ensayo candidato o lider. Determinados ensayos de afinidad de unién a modo de ejemplo pueden utilizar ensayos
ELISA, tal como se describe en el presente documento y se conoce en la técnica. Determinados ensayos utilizan
cromatografia de unién a receptor de alto rendimiento (véase, por ejemplo, Roswall et al., Biologicals. 24:25-39,
1996). Otros ensayos de afinidad de unién a modo de ejemplo pueden utilizar tecnologias basadas en resonancia de
plasmén superficial (SPR). Los ejemplos incluyen tecnologias BIACore, algunas de las cuales integran tecnologia
SPR con un sistema de microfluidos para controlar las interacciones moleculares en tiempo real a concentraciones
en el intervalo de pM a mM. También se incluyen los ensayos KinExa™, que proporcionan mediciones precisas de la
especificidad de unién, la afinidad de union y las constantes de cinética/velocidad de union.

Determinadas realizaciones estan relacionadas con inmunoensayos para evaluar u optimizar la inmunogenicidad de
agentes proteinicos. Los ejemplos incluyen ensayos celulares humanos ex vivo y ensayos inmunoenzimaticos in
vitro para proporcionar informacion util acerca del potencial inmunogénico de una proteina terapéutica. Pueden
usarse ensayos de respuesta celular ex vivo, por ejemplo, para reproducir la cooperacion celular entre células
presentadoras de antigenos (APC) y células T y de este modo medir la activacion de células T tras entrar en
contacto con una proteina de interés. Determinados ensayos enzimaticos in vitro pueden utilizar una coleccion de
moléculas de HLA-DR recombinantes que abarcan una porcion significativa de una poblacién humana relevante y
puede incluir ensayos inmunoenzimaticos automatizados para probar la unién de péptidos (que surgen de la
fragmentacién de la proteina terapéutica) con las moléculas de HLA-DR. También se incluyen métodos para reducir
la inmunogenicidad de una proteina seleccionada, tal como mediante el uso de estos métodos y otros relacionados
para identificar y después retirar o alterar uno o0 mas epitopos de células T de un agente de proteina.

También se incluyen ensayos de liberacion biolégica (por ejemplo, ensayos basados en células) para medir
parametros tales como actividades biolégicas especificas, incluyendo actividades no candnicas y citotoxicidad.
Determinados ensayos biolégicos especificos incluyen, por ejemplo, ensayos basados en células que utilizan un
comparfiero de unién celular (por ejemplo, receptor de la superficie celular) de un fragmento de proteina AARS
seleccionado, que esta acoplado funcionalmente a un marcador de lectura, tal como un indicador fluorescente o
luminiscente de una actividad biol6égica no candnica, tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo,
realizaciones especificas incluyen una célula que comprende un receptor de superficie celular o una porcién
extracelular del mismo que se une a un fragmento de proteina AARS, en donde la célula comprende un detector o
marcador de lectura. También se incluyen ensayos bioldgicos in vivo para caracterizar la farmacocinética de un
agente, tal como un polipéptido de AARS o un anticuerpo, utilizando normalmente ratones u otro mamifero
modificados por ingenieria genética (véase, por ejemplo, Lee et al., The Journal of Pharmacology. 281:1431-1439,
1997). Los ejemplos de ensayos bioldgicos basados en la citotoxicidad incluyen ensayos de liberacién (por ejemplo,
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ensayos de liberacién de cromo o europio para medir la apoptosis; véase, por ejemplo, von Zons et al., Clin Diagn
Lab | mMunol.4:202-207, 1997), entre otros, que pueden evaluar la citotoxicidad de fragmentos de proteina AARS,
ya sea para determinar curvas de respuesta a la dosis, prueba de lotes u otras propiedades relacionadas con la
aprobacion por diversas agencias regulatorias, tales como la Food and Drug Administration (FDA).

Dichos ensayos pueden usarse, por ejemplo, para desarrollar una curva de respuesta a la dosis para un fragmento
de proteina AARS seleccionado u otro agente y/o para comparar las curvas de respuesta a la dosis de diferentes
lotes de proteinas u otros agentes. Una curva de respuesta a la dosis es una grafica X-Y que esta relacionada con la
magnitud de un agente inductor de estrés con la respuesta de un receptor; la respuesta puede ser una respuesta
fisiolégica o bioquimica, tal como una actividad biolégica no candénica en una célula in vitro o en una célula o tejido in
vivo, una cantidad terapéuticamente eficaz medida in vivo (por ejemplo, medida mediante la CEsp), 0 muerte, ya se
mida in vitro o in vivo (por ejemplo, muerte celular, muerte del organismo). La muerte se indica normalmente en
forma de una DLsg, una dosis obtenida estadisticamente que es letal para el 50 % de una poblacién modelo, Aunque
puede estar indicada por la CLo1 (dosis letal para un 1 % de la poblacién de animales de ensayo), CLigo (dosis letal
para el 100 % de la poblacién de animales de ensayo), o CL o (dosis mas baja que provoca letalidad). Puede
caracterizarse practicamente cualquier efecto o criterio de valoracion deseado de este modo.

La dosis medida de una curva de respuesta a la dosis se representa normalmente en el eje X y la respuesta se
representa en el eje Y. Mas normalmente, se representa el logaritmo de la dosis en el eje X, generando con mayor
frecuencia una curva sigmoidea con la porcion con mas pendiente en medio. El nivel de efecto no observable
(NOEL) se refiere a la dosis experimental mas baja para la que no se observa un efecto medible y la dosis umbral se
refiere al primer punto en la grafica que indica una respuesta por encima de cero. Por norma general, los farmacos
mas fuertes generan curvas de respuesta a la dosis mas pronunciadas. Para muchos farmacos, se observan los
efectos deseados a dosis ligeramente mayores que la dosis umbral, a menudo debido a que las dosis menores son
relativamente ineficaces y las dosis mayores dan lugar a efectos secundarios no deseados. Para las curvas de
respuesta a la dosis generadas in vivo, puede caracterizarse una curva por valores tales como pg/kg, mg/kg o g/kg
de peso corporal, si se desea.

Para las comparaciones por lotes, puede ser (til calcular el coeficiente de variacion (CV) entre diferentes curvas de
respuesta a la dosis de diferentes lotes (por ejemplo, entre diferentes lotes de fragmentos de proteina AARS,
anticuerpos u otros agentes), en parte debido a que el CV permite la comparacion entre conjuntos de datos con
diferentes unidades o diferentes medios. Por ejemplo, en determinadas realizaciones a modo de ejemplo, dos o tres
0 mas lotes diferentes de fragmentos de proteina AARS u otros agentes tienen un CV entre ellos de menos de
aproximadamente un 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 0 1 % para una
curva de respuesta a la dosis de 4, 5, 6, 7 u 8 puntos. En determinadas realizaciones, la curva de respuesta a la
dosis se mide en un ensayo basado en células y su lectura se relaciona con un aumento o una reduccién en una
actividad no canonica seleccionada del fragmento de proteina AARS. En determinadas realizaciones, la curva de
respuesta a la dosis se mide en un ensayo de liberacién celular o un modelo animal (por ejemplo, modelo de raton),
y su lectura se relaciona con la muerte celular o la muerte del animal. Otras variaciones seran evidentes para las
personas expertas en la materia.

VIII. SISTEMAS DE EXPRESION Y PURIFICACION

Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos y composiciones relacionadas para expresar y purificar
los fragmentos de proteina AARS u otros agentes a base de polipéptidos de la invencion. Dichos polipéptidos de
AARS recombinantes pueden prepararse convenientemente usando protocolos convencionales, tal como se
describen, por ejemplo, en Sambrook, et al., (1989, anteriormente citado), en particular, las Secciones 16 y 17;
Ausubel et al., (1994, anteriormente citado), en particular, los Capitulos 10 y 16; y Coligan et al., Current Protocols in
Protein Science (John Wiley & Sons, Inc. 1995-1997), en particular, los Capitulos 1, 5y 6. A modo de ejemplo
general, pueden prepararse polipéptidos de AARS mediante un procedimiento que incluye una o mas de las etapas
de: (a) preparar una construccion que comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido de
AARS y que esta unida operablemente a un elemento regulador; (b) introducir la construccién en una célula
hospedadora; (c) cultivar la célula hospedadora para que exprese el polipéptido de AARS; y (d) aislar el polipéptido
de AARS de la célula hospedadora.

En otras partes del presente documento se describen polinucledtidos de AARS. Para expresar un polipéptido
deseado, puede insertarse una secuencia de nucleétido que codifica el polipéptido o un equivalente funcional en un
vector de expresion adecuado, es decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripcion y
traduccién de la secuencia codificante insertada. Pueden usarse métodos bien conocidos por los expertos en la
materia para construir vectores de expresidn que contienen secuencias que codifican un polipéptido de interés y
elementos de control transcripcional y traduccional adecuados. Estos métodos incluyen técnicas de ADN
recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacidon genética in vivo. Dichas 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 y pueden utilizarse diversos sistemas de vector de expresion/hospedador para que contengan y
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expresen secuencias de polinucledtido. Estos incluyen, pero sin limitacién, microorganismos, tales como bacterias
transformadas con vectores de expresion recombinantes de ADN de bacteriéfago, plasmido o césmido; levaduras
transformadas con vectores de expresion de levadura; sistemas de células de insecto infectadas con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformadas 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,
incluyendo sistemas de células de mamifero y mas especificamente, de células humanas.

Los "elementos de control" 0 "secuencias reguladoras" presentes en un vector de expresion son aquellas regiones
no traducidas del vector (potenciadores, promotores, regiones 5' y 3' no traducidas) que interactlan con proteinas
celulares del hospedador para llevar a cabo la transcripcion y la traduccion. Dichos elementos pueden variar en
cuanto a su fuerza y especificidad. Dependiendo del sistema de vector y el hospedador utilizados, puede usarse
cualquier numero de elementos de transcripcion y traducciéon adecuado, incluyendo promotores constitutivos e
inducibles. Por ejemplo, cuando se clonan en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles, tales
como el promotor hibrido lacZ del fagémido PBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, Calif.) o el plasmido PSPORT1
(Gibco BRL, Gaithersburg, Md.) y similares. En sistemas de células de mamifero, se prefieren generalmente
promotores de genes de mamifero o de virus de mamifero. En caso de que sea necesario generar una linea celular
que contenga multiples copias de la secuencia que codifica un polipéptido, pueden usarse ventajosamente vectores
basados en SV40 o EBV con un marcador de seleccién adecuado.

En sistemas bacterianos, puede seleccionarse un nimero de vectores de expresion dependiendo del uso previsto
para el polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades, pueden usarse vectores que
dirigen la expresion de alto nivel de proteinas de fusién que se purifican facilmente. Dichos vectores incluyen, pero
sin limitacién, los vectores de clonacion y expresion en E. coli multifuncionales, tales como BLUESCRIPT
(Stratagene), en los que puede ligarse en el vector la secuencia que codifica el polipéptido de interés en fase con
secuencias para la Met amino-terminal y los 7 restos posteriores de B-galactosidasa, de tal forma que se produce
una proteina hibrida; vectores pIN (Van Heeke y Schuster, J. Biol. Chem. 264:5503 5509 (1989)); y similares. Los
vectores pGEX (Promega, Madison, Wis.) también pueden usarse para expresar polipéptidos exégenos en forma de
proteinas de fusion con glutatién S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusion son solubles y pueden
purificarse facilmente de células lisadas mediante adsorcion sobre perlas de glutation-agarosa seguido de elucion en
presencia de glutation libre. Las proteinas producidas en dichos sistemas pueden disefiarse para incluir sitios de
escisién de heparina, trombina o de proteasa de factor XA, de tal forma que el polipéptido de interés clonado puede
liberarse del resto de GST a voluntad.

Determinadas realizaciones pueden emplear sistemas de expresién basados en E. coli (véase, por ejemplo,
Structural Genomics Consortium et al., Nature Methods. 5:135-146, 2008). Estas realizaciones y otras relacionadas
pueden apoyarse parcial o totalmente en la clonacién independiente de ligadura (LIC) para producir un vector de
expresion adecuado. En realizaciones especificas, la expresion de proteinas puede controlarse mediante una ARN
polimerasa T7 (por ejemplo, vector de la serie pET). Estas realizaciones y otras relacionadas pueden utilizar la cepa
hospedadora de expresion BL21(DE3), un lisogen ADE3 de BL21 que soporta la expresion mediada por T7 y que es
deficiente para las proteasas lon y ompT para una estabilidad mejorada de la proteina diana. También se incluyen
cepas de hospedador de expresion que portan plasmidos que codifican ARNt raramente usados en E. coli, tales
como las cepas ROSETTA™ (DE3) y Rosetta 2 (DE3). También puede mejorarse la lisis celular y el manejo de la
muestra usando reactivos comercializados bajo las marcas nucleasa BENZONASE® y reactivo de extraccion de
proteinas BUGBUSTER®. Para el cultivo celular, un medio auto-inductor puede mejorar la eficacia de muchos
sistemas de expresion, incluyendo sistemas de expresion de alto rendimiento. Los medios de este tipo (por ejemplo,
el sistema de auto-induccion OVERNIGHT EXPRESS™) desencadenan gradualmente la expresion de proteinas
mediante un cambio metabdlico sin la adicién de agentes inductores artificiales, tales como IPTG. Realizaciones
particulares emplean marcadores de hexahistidina (tales como aquellos comercializados bajo la marca fusiones HIS
TAG®), seguido de purificacién por cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC) o técnicas relacionadas.
En determinados aspectos, sin embargo, pueden aislarse proteinas de grado clinico a partir de cuerpos de inclusion
de E. coli, con o sin el uso de marcadores de afinidad (véase, por ejemplo, Shimp et al., Protein Expr Purif. 50:58-67,
2006). A modo de ejemplo adicional, determinadas realizaciones pueden emplear un sistema de produccion de alto
rendimiento en E. coli inducido por choque frio, debido a que la sobreexpresion de proteinas en Escherichia coli a
baja temperatura mejora su solubilidad y estabilidad (véase, por ejemplo, Qing et al., Nature Biotechnology. 22:877-
882, 2004).

También se incluyen sistemas de fermentacién bacterianos de alta densidad. Por ejemplo, el cultivo de alta densidad
celular de Ralstonia eutropha permite la produccién de proteina a densidades celulares de mas de 150 g/l y la
expresion de proteina recombinante a titulos que superan los 10 g/I.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, puede emplearse una serie de vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles, tales como factor alfa, alcohol oxidasa y PGH. Para una revision, véase Ausubel et al.
anteriormente citado y Grant et al.,, Methods Enzymol. 153:516-544 (1987). También se incluyen sistemas de
expresion de Pichia pandoris (véase, por ejemplo, Li et al., Nature Biotechnology. 24, 210 - 215, 2006; y Hamilton et
al., Science, 301:1244, 2003). Determinadas realizaciones incluyen sistemas de levadura que estan modificados por
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ingenieria genética para glucosilar proteinas de manera selectiva, incluyendo levaduras que tienen rutas de N-
glucosilacién humanizadas, entre otras (véase, por ejemplo, Hamilton et al., Science. 313:1441-1443, 2006; Wildt et
al., Nature Reviews Microbiol. 3:119-28, 2005; y Gerngross et al., Nature-Biotechnology. 22:1409 -1414, 2004, las
Patentes de los Estados Unidos n.° 7.629.163; 7.326.681; y 7.029.872). Solo a modo de ejemplo, pueden cultivarse
cultivos de levadura recombinantes en matraces Fernbach o fermentadores de 15L, 50L, 100L y 200L, entre otros.

En los casos donde se usan vectores de expresion en plantas, la expresién de las secuencias que codifican
polipéptidos puede estar dirigida por cualquiera de una serie de promotores. Por ejemplo, pueden usarse promotores
viricos, tales como los promotores 35S y 19S de CaMV solos o en combinacién con la secuencia lider omega de
TMV (Takamatsu, EMBO J. 6:307-311 (1987)). Como alternativa, pueden usarse promotores de plantas, tales como
la subunidad pequefia de RUBISCO o promotores de choque térmico (Coruzzi et al., EMBO J. 3:1671-1680 (1984);
Broglie et al., Science 224:838-843 (1984); y Winter et al., Results Probl. Cell Differ. 17:85-105 (1991)). Estas
construcciones pueden introducirse en células vegetales mediante transformacion directa con ADN o transfeccion
mediada por patdégenos. Dichas técnicas se describen en una serie de revisiones disponibles de manera general
(véase, por ejemplo, Hobbs en McGraw Hill, Yearbook of Science and Technology, pags. 191-196 (1992)).

También puede usarse un sistema de insecto para expresar un polipéptido de interés. Por ejemplo, en un sistema
similar, se usa el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector para expresar genes
exogenos en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Las secuencias que codifican el
polipéptido pueden clonarse en una region no esencial del virus, tal como el gen de poliedrina y colocarse bajo el
control del promotor de poliedrina. La insercidon exitosa de la secuencia codificante de polipéptido hara que el gen de
poliedrina sea inactivo y produzca virus recombinante que carece de proteina de la envuelta. Entonces, pueden
usarse los virus recombinantes para infectar, por ejemplo, células de S. frugiperda o larvas de Trichoplusia en las
que puede expresarse el polipéptido de interés (Engelhard et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:3224-3227 (1994)).
También se incluyen sistemas de expresion de baculovirus, incluyendo aquellos que utilizan células SF9, SF21 y Tni
(véase, por ejemplo, Murphy y Piwnica-Worms, Curr Protoc Protein Sci. Capitulo 5:Unidad5.4, 2001). Los sistemas
de insecto pueden proporcionar modificaciones postraduccionales que son similares a los sistemas de mamifero.

En las células hospedadoras de mamifero, una serie de sistemas de expresion a base de virus estan disponibles de
manera general. Por ejemplo, en los casos donde se usa un adenovirus como vector de expresion, pueden ligarse
secuencias que codifican un polipéptido de interés en un complejo de transcripcién/traduccion de adenovirus que
consiste en el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. La insercion del genoma virico en una regién E1 o E3 no
esencial puede usarse para obtener un virus viable que sea capaz de expresar el polipéptido en células
hospedadoras infectadas (Logan y Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:3655-3659 (1984)). Ademas, pueden
usarse potenciadores de la transcripcién, tales como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV) para
aumentar la expresion en células hospedadoras de mamifero.

Los ejemplos de células de mamifero Utiles incluyen la linea CV1 de rifion de mono trasformada mediante SV40
(COS-7, ATCC CRL 1651); linea celular de rifion embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para
crecimiento en cultivo en suspensién, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifién de cria de hamster
(BHK, ATCC CCL 10); células de sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rifién
de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifién de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de
carcinoma de cuello de Utero humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células
de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de
higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de raton ( mMT 060562, ATCC CCL51); células TR1 (Mather et
al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea celular de hepatoma humano
(Hep G2). Otras lineas celulares de mamifero Utiles incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo
células CHO DHFR- (Urlaub et al., PNAS USA 77:4216 (1980)); y lineas celulares de mieloma, tales como NSO y
Sp2/0. Para una revisién de determinadas lineas celulares de mamifero hospedadoras adecuadas para la
produccién de anticuerpos, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B. K.C Lo, ed.,
Humana Press, Totowa, N.J., 2003), pags. 255-268. Determinados sistemas de expresion en células de mamifero
incluyen sistemas de expresion basados en células CHO y HEK293. Los sistemas de expresion de mamifero pueden
utilizar lineas células unidas, por ejemplo, en matraces T, botellas rotatorias o fabricas de células o cultivos en
suspension, por ejemplo, en matraces rotatorios de 1L y 5L, biorreactores de tanque agitado de 5L, 14L, 40L, 100L y
200L o biorreactores WAVE de 20/50L y 100/200L, entre otros conocidos en la técnica.

También se incluye la expresion sin células de proteinas. Estas realizaciones y otras relacionadas utilizan
normalmente ARN polimerasa purificada, ribosomas, ARNt y ribonucleétidos; estos reactivos pueden producirse por
extraccién de células o a partir de un sistema de expresion a base de células.

También pueden usarse sefiales de inicio especificas para lograr una traduccion mas eficaz de secuencias que
codifican un polipéptido de interés. Dichas sefiales incluyen el codén de iniciacion ATG y secuencias adyacentes. En
los casos donde las secuencias que codifican el polipéptido, su coddn de iniciacién y secuencias cadena arriba se
inserten en el vector de expresion adecuado, pueden no ser necesarias sefiales de control transcripcional o
traduccional adicionales. Sin embargo, en los casos donde solo se inserte secuencia codificante o una porcién de la
misma, deben proporcionarse secuencias de control traduccional exdégenas que incluyan el codén de iniciacion ATG.
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Ademas, el codon de iniciacién deberia encontrarse en la fase de lectura correcta para asegurar la traduccion del
inserto completo. Los elementos traduccionales y los codones de iniciacion exdégenos pueden ser de diversos
origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de la expresion puede aumentarse mediante la inclusion de
potenciadores que son adecuados para el sistema celular particular que se esté usando, tales como aquellos
descritos en la bibliografia (Scharf. et al., Results Probl. Cell Differ. 20:125-162 (1994)).

Ademas, puede seleccionarse una cepa de célula hospedadora por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias insertadas o para procesar la proteina expresada del modo deseado. Dichas modificaciones del
polipéptido incluyen, pero sin limitacién, modificaciones postraduccionales, tales como acetilacién, carboxilacion,
glucosilacion, fosforilacion, lipidacién y acilacion. También puede usarse un procesamiento postraduccional que
escinde una forma "prepro" de la proteina para facilitar una correcta insercion, plegamiento y/o funcion. Pueden
seleccionarse diferentes células hospedadoras, tales como de levadura, CHO, HelLa, MDCK, HEK293 y W138,
ademas de células bacterianas, que tienen o incluso carecen de maquinaria celular especifica y de mecanismos
caracteristicos para dichas actividades postraduccionales, para asegurar la correcta modificacion y procesamiento
de la proteina exdgena.

Para la produccion a largo plazo y de alto rendimiento de proteinas recombinantes, se prefiere generalmente la
expresion estable. Por ejemplo, pueden transformarse lineas celulares que expresan de manera estable un
polinucleétido de interés usando vectores de expresion que pueden contener origenes de replicacion viricos y/o
elementos de expresion enddgenos y un gen marcador de seleccion en el mismo o en un vector separado. Después
de la introduccién del vector, pueden dejarse crecer las células durante aproximadamente 1-2 dias en un medio
enriquecido antes de que se cambien a un medio selectivo. El fin del marcador de seleccion es conferir resistencia a
la seleccion y su presencia permite el crecimiento y la recuperacion de células que expresan exitosamente las
secuencias introducidas. Los clones resistentes de las células transformadas de manera estable pueden proliferarse
usando técnicas de cultivo tisular adecuadas para el tipo celular. También puede emplearse la produccién transitoria,
tal como mediante transfeccion o infeccion transitoria. Los sistemas de expresion de mamifero que son adecuados
para la produccién transitoria incluyen sistemas basados en HEK293 y CHO.

Puede usarse cualquier nimero de sistemas de seleccion para recuperar lineas celulares transformadas o
transducidas. Estos incluyen, pero sin limitacion, los genes de timidina cinasa del virus del herpes simple (Wigler et
al., Cell 11:223-232 (1977)) y de adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et al., Cell 22:817-823 (1990)) que pueden
emplearse en células tk- o aprt-, respectivamente. Asimismo, puede emplearse la resistencia a antimetabolitos,
antibiéticos o herbicidas como base para la seleccién; por ejemplo, dhfr, que confiere resistencia al metotrexato
(Wigler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77:3567-70 (1980)); npt, que confiere resistencia a los aminoglucésidos,
neomicina y G-418 (Clobere-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150:1-14 (1981)); y als o pat, que confiere resistencia al
clorsulfurén y a la fosfinotricina acetiltransferasa, respectivamente (Murry, anteriormente citado). Se han descrito
genes de seleccion adicionales, por ejemplo, trpB, que permite a las células utilizar indol en lugar de triptéfano o
hisD, que permite a las células utilizar histinol en lugar de histidina (Hartman y Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85:8047-51 (1988)). El uso de marcadores visibles se ha vuelto popular con marcadores tales como la proteina
fluorescente verde (GFP) y otras proteinas fluorescentes (por ejemplo, RFP, YFP), antocianinas, B-glucuronidasa y
su sustrato, GUS y luciferasa y su sustrato, luciferina, que se usan ampliamente no solo para identificar
transformantes, sino también para cuantificar la cantidad de expresion de proteina transitoria o estable atribuible a
un sistema de vector especifico (véase, por ejemplo, Rhodes et al., Methods Mol. Biol. 55:121-131 (1995)).

Las realizaciones de la presente invenciéon también incluyen sistemas de produccion de proteinas de alto
rendimiento o sistemas de microproduccion. Determinados aspectos pueden utilizar, por ejemplo, marcadores de
fusién de hexa-histidina para la expresién y purificacién de proteinas en superficies de portaobjetos modificadas con
quelato o particulas MagneHis Ni (véase, por ejemplo, Kwon et al., BMC Biotechnol. 9:72, 2009; y Lin et al., Methods
Mol Biol. 498:129-41,2009)). También se incluyen sistemas de expresion de proteinas sin células de alto rendimiento
(véase, por ejemplo, Sitaraman et al., Methods Mol Biol. 498:229-44, 2009). Pueden usarse estas y otras
realizaciones relacionadas, por ejemplo, para generar micromatrices de fragmentos de proteinas AARS, que
después pueden usarse para explorar bibliotecas para identificar agentes que interactian con los fragmentos de
proteina AARS.

Se conocen en la técnica una serie de protocolos para detectar y medir la expresion de productos codificados por
polinucleétidos usando agentes de unién o anticuerpos, tales como anticuerpos policlonales o monoclonales
especificos para el producto. Los ejemplos incluyen ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA),
inmunotransferencias de Western, radioinmunoensayos (RIA), y clasificacion celular activada por fluorescencia
(FACS). Estos y otros ensayos se describen, entre otros lugares, 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 gran variedad de marcadores y técnicas de conjugacién y pueden usarse en
diversos ensayos de acidos nucleicos y aminoacidos. Los medios para producir sondas de hibridacion o PCR
marcadas para detectar secuencias relacionadas con polinucleétidos incluyen marcaje de oligos, traduccion de
cortes, marcaje terminal o amplificacion PCR usando un nucleétido marcado. Como alternativa, pueden clonarse las
secuencias 0 cualquier porcidon de las mismas en un vector para la produccion de una sonda de ARNm. Dichos

70



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2638311 T3

vectores se conocen en la técnica, se encuentran disponibles comercialmente y pueden usarse para sintetizar
sondas de ARN in vitro mediante la adicion de una ARN polimerasa adecuada, tal como T7, T3 o SP6 y nuclettidos
marcados. Estos procedimientos pueden llevarse a cabo usando una serie de kits disponibles comercialmente. Las
moléculas indicadoras o marcadores que pueden usarse incluyen radionuclidos, enzimas, agentes fluorescentes,
guimioluminiscentes o cromogénicos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares.

Las células hospedadoras transformadas con una secuencia de polinucleétido de interés pueden cultivarse en
condiciones adecuadas para la expresién y recuperacion de la proteina del cultivo celular. Determinadas
realizaciones especificas utilizan sistemas de expresién en células sin suero. Los ejemplos incluyen células HEK293
y células CHO que pueden crecer en medio libre de suero (véase, por ejemplo, Rosser et al., Protein Expr. Purif.
40:237-43, 2005; y la Patente de los Estados Unidos n.° 6.210.922).

La proteina producida por una célula recombinante puede secretarse o estar contenida intracelularmente,
dependiendo de la secuencia y/o el vector usado. Como apreciaran los expertos en la materia, los vectores de
expresion que contienen polinucledtidos de la invencién pueden disefiarse para contener secuencias de sefial que
dirigen la secrecion del polipéptido codificado a través de una membrana celular procariota o eucariota. Pueden
usarse otras construcciones recombinantes para unir secuencias que codifican un polipéptido de interés a una
secuencia de nucledtidos que codifica un dominio de polipéptido que facilitara la purificacion y/o la deteccién de
proteinas solubles. Los ejemplos de dichos dominios incluyen marcadores de purificacion por afinidad y epitopicos
escindibles y no escindibles, tales como avidina, marcadores FLAG, marcadores de poli-histidina (por ejemplo,
6xHis), marcadores cMyc, marcadores V5, marcadores de glutation S-transferasa (GST) y otros.

La proteina producida por una célula recombinante puede purificarse y caracterizarse segun diversas técnicas
conocidas en la materia. Los sistemas a modo de ejemplo para llevar a cabo la purificacién de proteinas y analizar la
pureza de la proteina incluyen cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) (por ejemplo, los sistemas de FPLC
AKTA y Bio-Rad), cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC) (por ejemplo, HPLC Beckman y Waters). Las
quimicas a modo de ejemplo para la purificacion incluyen cromatografia de intercambio iénico (por ejemplo, Q, S),
cromatografia de exclusion por tamafios, gradientes de sal, purificacién por afinidad (por ejemplo, Ni, Co, FLAG,
maltosa, glutation, proteina A/G), filtracién en gel, fase reversa, cromatografia de intercambio i6nico ceramica
HYPERD® y columnas de interaccion hidrofoba (HIC), entre otros conocidos en la técnica. También se incluyen
métodos analiticos, tales como SDS-PAGE (por ejemplo, Coomassie, tincién de plata), inmunotransferencia,
Bradford y ELISA, que pueden utilizarse durante cualquier etapa del proceso de producciéon o purificacion,
normalmente para medir la pureza de la composicion de proteina.

También se incluyen métodos para concentrar fragmentos de proteina AARS y composiciones que comprenden
proteinas solubles concentradas. En diferentes aspectos, dichas soluciones concentradas de polipéptidos de AARS
pueden comprender proteinas a una concentracion de aproximadamente 5 mg/ml; o aproximadamente 8 mg/ml; o
aproximadamente 10 mg/ml; aproximadamente 15 mg/ml; o aproximadamente 20 mg/ml.

En un aspecto, dichas composiciones pueden ser sustancialmente monodispersas, lo que significa que las
composiciones de polipéptido de AARS existen principalmente (es decir, al menos aproximadamente un 90 %, o
mas) en una forma de peso molecular aparente cuando se evalla, por cromatografia de exclusion por tamafios,
dispersién de luz dinamica o ultracentrifugacion analitica.

En otro aspecto, dichas composiciones tienen una pureza (basandose en la proteina) de al menos aproximadamente
el 90 %, o en algunos aspectos, una pureza de al menos el 95 % o en algunas realizaciones, una pureza de al
menos el 98 %. La pureza puede determinarse mediante cualquier método analitico rutinario, tal como se conoce en
la técnica.

En otro aspecto, dichas composiciones tienen un contenido de agregados de alto peso molecular de menos de
aproximadamente el 10 %, en comparacion con la cantidad total de proteina presente o en algunas realizaciones,
dichas composiciones tienen un contenido de agregados de alto peso molecular de menos de aproximadamente el
5%, o en algunos aspectos, dichas composiciones tienen un contenido de agregados de alto peso molecular de
menos de aproximadamente el 3 %, o0 en algunas realizaciones, un contenido de agregados de alto peso molecular
de menos de aproximadamente el 1 %. El contenido de agregados de alto peso molecular puede determinarse
mediante diversas técnicas analiticas que incluyen, por ejemplo, por cromatografia de exclusién por tamafios,
dispersién de luz dinamica o ultracentrifugacion analitica.

En determinadas realizaciones, tal como se indica en el presente documento, las composiciones de polipéptido de
AARS tienen un contenido de endotoxina de menos de aproximadamente 10 UE/mg de polipéptido de AARS o de
menos de aproximadamente 5 UE/mg de polipéptido de AARS, menos de aproximadamente 3 UE/mg de polipéptido
de AARS o menos de aproximadamente 1 UE/mg de polipéptido de AARS.

Los ejemplos de estrategias de concentracion contempladas en el presente documento incluyen liofilizacién, que se

emplea normalmente cuando la solucién contiene pocos componentes solubles aparte de la proteina de interés. La
liofilizacion se lleva a cabo normalmente después de un ciclo de HPLC y puede retirar la mayor parte de o todos los
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componentes volatiles de la mezcla. También se incluyen técnicas de ultrafiltracion, que normalmente emplean una
0 mas membranas permeables selectivas para concentrar una solucidon de proteina. La membrana permite que
pasen a su través agua y moléculas pequefas y retiene la proteina; la soluciéon puede forzarse contra la membrana
mediante una bomba mecanica, presion de gas o centrifugacion, entre otras técnicas.

En determinadas realizaciones, los reactivos, fragmentos de proteina AARS o agentes relacionados (por ejemplo,
anticuerpos) tienen una pureza de al menos aproximadamente el 90 %, medida de acuerdo con técnicas rutinarias
en la técnica. En determinadas realizaciones, tales como composiciones diagnésticas o determinadas
composiciones terapéuticas, las composiciones de AARS de la presente invencién tienen una pureza de al menos
aproximadamente el 95 %. En realizaciones especificas, tales como composiciones terapéuticas o farmacéuticas, las
composiciones de AARS de la presente invencion tienen una pureza de al menos aproximadamente el 97 % o el
98 % o0 el 99 %. En otras realizaciones, tales como cuando se usan como reactivos de referencia o de investigacion,
los fragmentos de proteina AARS pueden tener una menor pureza y pueden tener una pureza de al menos
aproximadamente el 50 %, 60 %, 70%, u 80 %. La pureza puede medirse en general o en relacién con
componentes seleccionados, tales como otras proteinas, por ejemplo, pureza basandose en una proteina.

Los fragmentos de proteina AARS purificados también pueden caracterizarse segun sus caracteristicas biolégicas.
Los ejemplos incluyen afinidad de unién o cinética de unién a un ligando seleccionado (por ejemplo, un compariero
de union celular del fragmento de proteina ARS, tal como un receptor de la superficie celular o un dominio
extracelular del mismo), y la presencia o niveles de una o mas actividades biolégicas canoénicas o no candnicas, tal
como se describe en el presente documento. La afinidad de unién y la cinética de unidon pueden medirse segin
diversas técnicas conocidas en la materia, tales como BIACORE® y tecnologias relacionadas que utilizan
resonancia de plasmoén superficial (SPR), un fendmeno 6ptico que permite la deteccion de agentes que interactdan
no marcados en tiempo real. Pueden usarse biosensores basados en SPR para la determinacion de la concentracion
de agente activo, la exploracion y la caracterizacion en términos tanto de afinidad como cinética. La presencia o los
niveles de una o mas actividades candnicas o no canonicas pueden medirse de acuerdo con ensayos basados en
células, incluyendo aquellos que utilizan un compafiero de unién celular (por ejemplo, receptor de la superficie
celular) de un fragmento de proteina AARS seleccionado, que esta acoplado funcionalmente a un marcador de
lectura o un indicador, tal como un indicador fluorescente o luminiscente de una actividad biol6gica no canénica, tal
como se describen en el presente documento.

En determinadas realizaciones, tal como se ha indicado anteriormente, las composiciones de polipéptido de AARS
se encuentran aproximadamente sustancialmente libres de endotoxina, incluyendo, por ejemplo, aproximadamente
un 95% libres de endotoxina, preferentemente aproximadamente un 99 % libre de endotoxina y mas
preferentemente, aproximadamente un 99,99 % libre de endotoxina. La presencia de endotoxinas puede detectarse
de acuerdo con técnicas rutinarias en la materia, tal como se describen en el presente documento. En realizaciones
especificas, las composiciones de AARS se preparan a partir de una célula eucariota, tal como una célula de
mamifero o humana en medio sustancialmente libre de suero.

En determinadas realizaciones, las composiciones de polipéptido de AARS comprenden menos de
aproximadamente un 10 % p/p de agregados de alto peso molecular 0 menos de aproximadamente un 5 % p/p de
agregados de alto peso molecular o menos de aproximadamente un 2 % p/p de agregados de alto peso molecular o
menos de aproximadamente un 1 % p/p de agregados de alto peso molecular.

También se incluyen ensayos analiticos y métodos basados en proteinas, que pueden usarse para evaluar, por
ejemplo, la pureza de proteinas, el tamario, la solubilidad y el grado de agregacion, entre otras caracteristicas. La
pureza de proteinas puede evaluarse mediante una serie de formas. Por ejemplo, la pureza puede evaluarse
basandose en la estructura primaria, la estructura de orden mayor, el tamafio, la carga, la hidrofobia y la
glucosilacion. Los ejemplos de métodos para evaluar la estructura primaria incluyen secuenciaciéon N y C-terminal y
mapeo peptidico (véase, por ejemplo, Allen et al., Biologicals. 24:255-275, 1996)). Los ejemplos de métodos para
evaluar la estructura de mayor orden incluyen dicroismo circular (véase, por ejemplo, Kelly et al., Biochim Biophys
Acta. 1751:119-139, 2005), espectroscopia de fluorescencia (véase, por ejemplo, Meagher et al., J. Biol. Chem.
273:23283-89, 1998), FT-IR, cinética de intercambio de hidrogenodeuteruro de amida, calorimetria de barrido
diferencial, espectroscopia RMN, inmunorreactividad con anticuerpos conformacionalmente sensibles. La estructura
de orden mayor también puede evaluarse en funcion de diversos parametros, tales como pH, temperatura o sales
afnadidas. Los ejemplos de métodos para evaluar las caracteristicas de proteinas, tales como el tamafio, incluyen
ultracentrifugacion analitica y HPLC de exclusiéon por tamafio (SEC-HPLC), y los métodos a modo de ejemplo para
medir la carga incluyen cromatografia de intercambio iénico e isoelectroenfoque. La hidrofobia puede evaluarse, por
ejemplo, mediante HPLC en fase reversa y cromatografia HPLC de interaccién hidréfoba. La glucosilacion puede
afectar a la farmacocinética (por ejemplo, eliminacién), la conformacion o la estabilidad, la unién a receptor y la
funcién de proteinas y pueden expresarse, por ejemplo, mediante espectrometria de masas y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN).

Como se ha indicado anteriormente, determinadas realizaciones incluyen el uso de SEC-HPLC para evaluar

caracteristicas de proteinas, tales como pureza, tamafo (por ejemplo, homogeneidad de tamafio) o grado de
agregacion y/o para purificar proteinas, entre otros usos. SEC, que también incluye cromatografia de filtracion en gel
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(GFC) y cromatografia de permeacion en gel (GPC), se refiere a un método cromatografico en el que se separan
moléculas en solucién en un material poroso basandose en su tamafio o mas especificamente, su volumen
hidrodinamico, el coeficiente de difusion y/o propiedades superficiales. El proceso se usa generalmente para separar
moléculas biologicas y para determinar pesos moleculares y distribuciones de peso molecular de polimeros.
normalmente, se carga una muestra biolégica o de proteinas (tal como un extracto de proteina producido de acuerdo
con los métodos de expresion de proteinas proporcionados en el presente documento y conocidos en la técnica) en
una columna de exclusion por tamafios seleccionada con una fase estacionaria definida (el material poroso),
preferentemente una fase que no interactia con las proteinas en la muestra. En determinados aspectos, la fase
estacionaria esta compuesta por particulas inertes empaquetadas en una matriz tridimensional densa dentro de una
columna de vidrio 0 acero. La fase mévil puede ser agua pura, un tampén acuoso, un disolvente organico o una
mezcla de los mismos. Las particulas de la fase estacionaria tienen normalmente poros pequefios y/o canales que
permiten que entren solo moléculas por debajo de un determinado tamafio. Por lo tanto, se excluyen las particulas
grandes de estos poros y canales y su interaccion limitada con la fase estacionaria hace que estas se eluyan en
forma de un pico "totalmente excluido" al comienzo del experimento. Las moléculas mas pequefas, que pueden
caber en los poros, se retiran de la fase mévil fluida y el tiempo que pasan inmovilizadas en los poros de la fase
estacionaria depende, en parte, de la profundidad con la que penetran en los poros. Su retirada del flujo de la fase
movil hace que tarden mas en eluir de la columna y da como resultado una separacion entre las particulas
basandose en diferencias en su tamafio. Una columna de exclusién por tamafios dada tiene un intervalo de pesos
moleculares que puede separarse. En su conjunto, las moléculas mayores que el limite superior no quedaran
atrapadas por la fase estacionaria, las moléculas menores que el limite inferior entraran completamente en la fase
sélida y se eluiran como una sola banda y las moléculas dentro del intervalo eluiran a diferentes velocidades,
definidas por sus propiedades, tales como el volumen hidrodinamico. Para ejemplos de estos métodos en la practica
con proteinas farmacéuticas, véase Bruner et al., Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 15: 1929-
1935, 1997.

La pureza de proteinas para aplicaciones quimicas se discute también, por ejemplo, por Anicetti et al. (Trends in
Biotechnology. 7:342-349, 1989). Las técnicas mas recientes para analizar la pureza de proteinas incluyen, sin
limitacion, el LabChip GXII, una plataforma automatizada para un rapido andalisis de proteinas y acidos nucleicos,
gue proporciona un andlisis de alto rendimiento del titulo, el tamafio y el analisis de pureza de proteinas. En
determinadas realizaciones no limitantes, pueden obtenerse proteinas de grado clinico, tales como fragmentos de
proteinas y anticuerpos utilizando una combinacién de materiales cromatograficos en al menos dos etapas
ortogonales, entre otros métodos (véase, por ejemplo, Therapeutic Proteins: Methods and Protocols. Vol. 308, Eds.,
Smales y James, Humana Press Inc., 2005). normalmente, los agentes proteinicos (por ejemplo, fragmentos de
proteina AARS, anticuerpos, agentes de unién) y otros agentes (por ejemplo, antisentido, iARN, moléculas
pequefias) se encuentran sustancialmente libres de endotoxinas, segin se mide de acuerdo con técnicas conocidas
en la técnica y descritas en el presente documento.

También se incluyen ensayos de solubilidad de proteinas. Dichos ensayos pueden utilizarse, por ejemplo, para
determinar las condiciones de crecimiento y purificacion éptimas para la produccién recombinante, para optimizar la
seleccién de tampones, y para optimizar la seleccion de fragmentos de proteina AARS o variantes de la misma. La
solubilidad o la agregacion pueden evaluarse de acuerdo con diversos parametros, incluyendo la temperatura, el pH,
las sales y la presencia o ausencia de otros aditivos. Los ejemplos de ensayos de exploracién de solubilidad
incluyen, sin limitaciéon, métodos basados en microplacas para medir la solubilidad de proteinas usando la turbidez u
otra medida como criterio de valoracién, ensayos de alto rendimiento para en analisis de la solubilidad de proteinas
recombinantes purificadas (véase, por ejemplo, Stenvall et al., Biochim Biophys Acta. 1752:6-10, 2005), ensayos que
usan complementacion estructural de una proteina marcadora genética para controlar y medir el plegamiento y la
solubilidad de proteinas in vivo (véase, por ejemplo, Wigley et al., Nature Biotechnology. 19:131-136, 2001), y
exploracién electroquimica de la solubilidad de proteinas recombinantes en Escherichia coli usando microscopia
electrénica de barrido (SECM) (véase, por ejemplo, Nagamine et al., Biotechnology and Bioengineering. 96:1008-
1013, 2006), entre otros. Los fragmentos de proteina AARS con solubilidad aumentada (o agregacion reducida)
pueden identificarse o seleccionarse de acuerdo con técnicas rutinarias en la técnica, incluyendo ensayos in vivo
sencillos para solubilidad de proteinas (véase, por ejemplo, Maxwell et al., Protein Sci. 8:1908-11, 1999).

La solubilidad y agregacion de proteinas también pueden medirse mediante técnicas de dispersion de luz dinamica.
La agregacién es un término general que abarca varios tipos de interacciones o caracteristicas, incluyendo
interacciones y caracteristicas solubles/insolubles, covalentes/no covalentes, reversibles/irreversibles vy
nativas/desnaturalizadas. Para agentes terapéuticos proteinicos, la presencia de agregados se considera
normalmente no deseada debido a la preocupacion de que los agregados puedan causar una reaccién
inmunogénica (por ejemplo, agregados pequefios), o pueden causar acontecimientos adversos al administrarlos (por
ejemplo, particulas). La dispersion de luz dindmica se refiere a una técnica que puede usarse para determinar el
perfil de distribucion por tamafios de pequefias particulas en suspension o polimeros como proteinas en solucion.
Esta técnica, también citada como espectroscopia de correlacion foténica (PCS) o dispersion de luz cuasielastica
(QELS), usa luz dispersada para medir la velocidad de difusion de las particulas de proteina. Las fluctuaciones de la
intensidad de dispersién pueden observarse debido al movimiento Browniano de las moléculas y particulas en
solucion. Estos datos de movimiento pueden procesarse convencionalmente para derivar una distribucion por
tamafos para la muestra, en donde el tamafio se proporciona por el radio de Stokes o el radio hidrodinamico de la
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particula de proteina. El tamafio hidrodinamico depende tanto de la masa como de la forma (conformacion). La
dispersién dinamica puede detectar la presencia de cantidades muy pequefias de proteina agregada (<0,01 % en
peso), incluso en muestras que contienen una gran cantidad de masas. También puede usarse para comparar la
estabilidad de diferentes formulaciones, incluyendo, por ejemplo, aplicaciones que se basan en el control en tiempo
real de los cambios a altas temperaturas. Por consiguiente, determinadas realizaciones incluyen el uso de dispersion
de luz dindmica para analizar la solubilidad y/o la presencia de agregados en una muestra que contiene un
fragmento de proteina AARS, un anticuerpo u otro agente de la invencion.

IX. METODOS DIAGNOSTICOS Y COMPOSICIONES

Los agentes de AARS, tales como fragmentos de proteina AARS, polinucleétidos de AARS y anticuerpos y otros
agentes de union descritos en el presente documento pueden usarse en ensayos diagnésticos y en composiciones
diagndsticas. Se incluyen métodos y composiciones bioquimicas, histolégicas y basadas en células, entre otros.

Estas y otras realizaciones relacionadas incluyen la deteccién de las secuencias de polinucleétido de AARS o las
secuencias 0 porciones de polipéptido de AARS correspondientes de uno o mas fragmentos de proteina AARS
recientemente identificados, también citados como polipéptidos de AARS. Por ejemplo, determinados aspectos
incluyen la deteccion de las secuencias de polinucleétido de AARS o las secuencias de polipéptido correspondientes
0 porciones del mismo de una 0 mas variantes de corte y empalme de AARS recientemente identificadas y/o una o
mas uniones de corte y empalme de aquellas variantes de corte y empalme. En determinadas realizaciones, el
polinucleétido o las secuencias de polipéptido correspondientes de al menos una de las uniones de corte y empalme
son Unicos para esa variante de corte y empalme de AARS particular.

También se incluye la deteccion directa de fragmentos de proteina AARS, incluyendo variantes de corte y empalme,
fragmentos proteoliticos y otros. En determinadas realizaciones, la presencia o los niveles de uno o mas fragmentos
de proteina AARS recientemente identificados se asocian o correlacionan con uno o mas tipos celulares o estados
celulares. Por tanto, puede usarse la presencia o niveles de un polipéptido o polinucleétido de AARS para distinguir
entre diferentes tipos celulares en diferentes estados celulares. Pueden detectarse la presencia o los niveles de
fragmentos de proteina AARS o sus polinucleétidos relacionados de acuerdo con técnicas diagndsticas basadas en
polinucleétidos y/o polipéptidos, tal como se describe en el presente documento y se conoce en la técnica.

Determinados aspectos pueden emplear los fragmentos de proteina AARS, anticuerpos o polinucleétidos de AARS
como parte de un método diagnéstico compafiero, normalmente para evaluar si un sujeto 0 una poblacion de sujetos
respondera favorablemente a un tratamiento médico especifico. Por ejemplo, un agente terapéutico de AARS dado
(por ejemplo, fragmento de proteina, antisentido, iARN, anticuerpo, agente de union) podria identificarse como
adecuado para un sujeto o determinadas poblaciones de sujetos basandose en si los sujetos tienen uno o mas
biomarcadores de seleccion para una enfermedad o afeccion dada. Los ejemplos de biomarcadores incluyen
marcadores séricos/tisulares asi como marcadores que pueden identificarse mediante técnicas de obtencion de
imagenes médicas. En determinadas realizaciones, un fragmento de proteina AARS de origen natural (o su
polinucleétido correspondiente) puede proporcionar por si mismo un biomarcador sérico y/o tisular que puede
utilizarse para medir el resultado farmacoldgico o evaluar la idoneidad del uso del farmaco en un sujeto especifico o
una poblacién de sujetos especifica. En determinados aspectos, la identificacion de un polipéptido de AARS o una
secuencia de polinucledtido de referencia puede incluir la caracterizacién de la expresion diferencial de esa
secuencia, ya sea en un sujeto seleccionado, un tejido seleccionado u otro, tal como se describe en el presente
documento y se conoce en la técnica.

Algunos de los métodos proporcionados en el presente documento se basan en la expresién diferencial de un
polipéptido o polinucledtido de AARS para caracterizar la afeccion o el estado de una célula, tejido o sujeto y para
distinguirlo de otra célula, tejido o sujeto. Los ejemplos no limitantes incluyen métodos para detectar la presencia o
los niveles de un polipéptido o polinucledtido de AARS en una muestra biolégica para distinguirlo entre células o
tejidos de diferentes especies, células de diferentes tejidos u érganos, estados de desarrollo celular, tales como
neonatal y adulto, estados de diferenciacion celular, afecciones, tales como sano, enfermo y tratado, fracciones
intracelulares y extracelulares, ademas de cultivos de células primarias y otros cultivos celulares, tales como cultivos
de células inmortalizadas.

La expresion diferencial incluye una diferencia estadisticamente significativa en uno o mas niveles de expresion
génica de un polinucleétido de AARS o una secuencia de polipéptido de referencia en comparacién con los niveles
de expresién de la misma secuencia en un control adecuado. La diferencia estadisticamente significativa puede
estar relacionada con un aumento o una reduccién en los niveles de expresion, medidos por los niveles de ARN, los
niveles de proteina, la funcion de proteina o cualquier otra medida relevante de expresion génica, tales como
aquellas descritas en el presente documento. También se incluye una comparaciéon entre un polinucleétido o
polipéptido de AARS de la invencion y una secuencia de AARS citosolica o mitocondrial de longitud completa o de
tipo silvestre, normalmente del mismo tipo o uno correspondiente. La expresion diferencial puede detectarse
mediante diversas técnicas en la materia y descritas en el presente documento, incluyendo técnicas basadas en
polinucleétidos y polipéptidos, tales como PCR en tiempo real, hibridacion substractiva, matrices de polinucleétidos y
polipéptidos y otros.

74



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2638311 T3

Normalmente, un resultado se cita como estadisticamente significativo en caso de que sea improbable que se haya
producido por azar. El nivel de significacién de una prueba o resultado se relaciona tradicionalmente con un
concepto de prueba de una hipotesis estadistica frecuentista. En los casos sencillos, la significacion estadistica
puede definirse como la probabilidad de tomar la decisién de rechazar la hip6tesis nula cuando la hipétesis nula es
de hecho verdadera (una decision conocida como error de tipo | o "determinacién de falso positivo"). Normalmente,
esta decision se toma usando el valor de p: en caso de que el valor de p sea menor que el nivel de significacion, se
rechaza la hipétesis nula. Cuanto menor sea el valor de p, mas significativo sera el resultado. También pueden
usarse factores de Bayes para determinar la significacion estadistica (véase, por ejemplo, Goodman S., Ann Intern
Med 130:1005-13, 1999).

En los casos mas complicados pero de importancia préactica, el nivel de significacion de una prueba o un resultado
puede reflejar un andlisis en el que la probabilidad de tomar la decisién de rechazar la hip6tesis nula cuando la
hipétesis nula es de hecho verdadera es meramente la probabilidad indicada. Este tipo de andlisis posibilita
aplicaciones en las que la probabilidad de decidir el rechazo pueda ser mucho mas pequefia que el nivel de
significacion para algunos conjuntos de suposiciones abarcadas dentro de la hipotesis nula.

En determinadas realizaciones a modo de ejemplo, la expresion diferencial estadisticamente significativa puede
incluir situaciones en donde el nivel de expresion de una secuencia de AARS dada proporciona una diferencia al
menos 1,2X, 1,3X, 1,4X, 1,5X, 1,6X, 1,7X, 1,8X, 1,9X, 2,0X, 2,2X, 2,4X, 2,6X, 2,8X, 3,0X, 4,0X, 5,0X, 6,0X, 7,0X,
8,0X, 9,0X%, 10,0X, 15,0X, 20,0X, 50,0X, 100,0X o mas en la expresion (es decir, una expresion diferencial que puede
ser una expresion mayor o menor) en una muestra biolégica sospechosa en comparacion con un control adecuado,
incluyendo todos los nimeros enteros y puntos decimales intermedios (por ejemplo, 1,24X, 1,25X, 2,1X, 2,5X, 60,0X,
75,0X, etc.). En determinadas realizaciones, la expresion diferencial estadisticamente significativa puede incluir
situaciones en donde el nivel de expresién de una secuencia de AARS dada proporciona aproximadamente un 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000 por ciento ( %) o mas de diferencia en la expresion (es decir, una expresioén diferencial que
puede ser mayor 0 menor) en una muestra biolégica sospechosa en comparaciéon con un control adecuado,
incluyendo todos los nimeros enteros y puntos decimales intermedios.

A modo de ejemplo adicional, también puede determinarse la expresion diferencial efectuando una prueba de Z, es
decir, calculando una puntuacion absoluta de Z, tal como se describe en el presente documento y se conoce en la
técnica (véase el ejemplo 1). La prueba de Z se utiliza normalmente para identificar diferencias significativas entre
una media de muestra y una media de poblacién. Por ejemplo, en comparacién con una tabla normal estandar (por
ejemplo, un tejido de control), a un intervalo de confianza del 95 % (es decir, a un nivel de significacion del 5 %), una
puntuacién de Z con un valor absoluto mayor de 1,96 indica falta de aleatoriedad. Para un intervalo de confianza del
99 %, en caso de que la Z absoluta sea mayor de 2,58, significa que p< 0,01 y la diferencia es incluso mas
significativa, la hipotesis nula puede rechazarse con mayor confianza. En estas realizaciones y otras relacionadas,
una puntuacién de Z absoluta de 1,96, 2, 2,58, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o0 mas,
incluyendo todos los puntos decimales intermedios (por ejemplo, 10,1, 10,6, 11,2, etc.), pueden proporcionar una
medicidn fuerte de la significacion estadistica. En determinadas realizaciones, una puntuacién de Z absoluta de mas
de 6 puede proporcionar una significacion estadistica excepcionalmente alta.

Una similitud sustancial se refiere generalmente a la ausencia de una diferencia estadisticamente significativa en los
niveles de expresion entre la muestra biolégica y el control de referencia. Los ejemplos de niveles de expresion
sustancialmente similares pueden incluir situaciones en donde el nivel de expresion de un SSCIGS dado proporciona
una diferencia de menos de aproximadamente 0,05X, 0,1X, 0,2X, 0,3X, 0,4X, 0,5X, 0,6X, 0,7X, 0,8X, 0,9X. 1,0X,
1,1X, 1,2X, 1,3X 0 1,4X en la expresion (es decir, una expresion diferencial que puede ser una expresion mayor o
menor) en una muestra biolégica sospechosa en comparacién con una muestra de referencia, incluyendo todos los
puntos decimales intermedios (por ejemplo, 0,15X, 0,25X, 0,35X, etc.). En determinadas realizaciones, la expresion
diferencial puede incluir situaciones en donde el nivel de expresion de una secuencia de AARS dada proporciona
una diferencia de menos de aproximadamente un 0,25, 0,5, 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 30, 40, 50 por ciento ( %) en la expresion (es decir, una expresion diferencial que puede ser mayor o menor)
en una muestra biolégica sospechosa en comparacién con una muestra de referencia, incluyendo todos los puntos
decimales intermedios.

En determinadas realizaciones, tal como cuando se usa una micromatriz Affymetrix para medir los niveles de
expresion de un polinucleétido de AARS o una secuencia de polipéptido de referencia, la expresion diferencial puede
determinarse también mediante el valor de expresion media resumido por el programa Affymetrix Microarray Suite 5
(Affymetrix, Santa Clara, CA), u otro programa informatico similar, normalmente con un valor de expresion media
escalada de 1000.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos para detectar la presencia o los niveles de un
polinucleétido de AARS o una secuencia de polipéptido de referencia o una porcién de la misma para distinguir entre
células u otra muestra biolodgica de un organismo o especie diferente, en donde la presencia o los niveles de esa
secuencia se asocia con un organismo 0 especie seleccionada. Los ejemplos generales incluyen métodos para
distinguir entre seres humanos y cualquier combinacién de bacterias, hongos, plantas y otros animales no humanos.
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Entre los animales se incluyen métodos para distinguir entre seres humanos y cualquier combinacién de vertebrados
e invertebrados, incluyendo vertebrados, tales como peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos no humanos e
invertebrados, tales como insectos, moluscos, crustaceos y corales. Entre los mamiferos no humanos se incluyen
métodos para distinguir entre humanos y cualquier combinacion de mamiferos no humanos del orden Afrosoricida,
Macroscelidea, Tubulidentata, Hyracoidea, Proboscidea, Sirenia, Cingulata, Pilosa, Scandentia, Dermoptera,
Primates, Rodentia, Lagomorpha, Erinaceomorpha, Soricomorpha, Chiroptera, Pholidota, Cetacea, Carnivora,
Perissodactyla o Artiodactyla. En el orden Primate se incluyen monos, simios, gorilas y chimpancés, entre otros
conocidos en la técnica. Por consiguiente, la presencia o los niveles de un polinucleétido de AARS o una secuencia
de polipéptido de referencia o una variante, como se describen en el presente documento, puede usarse para
identificar la fuente de una muestra biolégica dada, tal como una célula, tejido u érgano, distinguiendo entre
cualquier combinacién de estos organismos o distinguiendo entre seres humanos y uno cualquiera o0 mas de estos
organismos, tal como un panel de organismos. En determinadas realizaciones, también puede determinarse la
fuente de una muestra biolégica dada comparando la presencia o los niveles de una secuencia de AARS o una
porcién de la misma con un valor predeterminado.

Las realizaciones de la presente invenciéon incluyen métodos para detectar la presencia o los niveles de un
polinucleétido de AARS o una secuencia de polipéptido de referencia o una porcion de la misma para distinguir entre
células u otras muestras bioldgicas que se originan en diferentes tejidos u érganos. Los ejemplos no limitantes
incluyen métodos para distinguir entre una célula u otra muestra biolégica que se origina de cualquier combinacién
de piel (por ejemplo, dermis, epidermis, capa subcutanea), foliculos pilosos, sistema nervioso (por ejemplo, cerebro,
médula espinal, nervios periféricos), sistema auditivo u érganos del equilibrio (por ejemplo, oido interno, oido medio,
oido externo), sistema respiratorio (por ejemplo, nariz, traquea, pulmones), tejidos gastroesofagicos, el sistema
gastrointestinal (por ejemplo, boca, es6fago, estémago, intestino delgado, intestino grueso, recto), sistema vascular
(por ejemplo, corazén, vasos sanguineos y arterias), higado, vesicula biliar, sistema linfatico/inmunitario (por
ejemplo, ganglios linfaticos, foliculos linfoides, bazo, timo, médula ésea), sistema urogenital (por ejemplo, rifiones,
uréter, vejiga, uretra, cuello de utero, trompas de Falopio, ovarios, Utero, vulva, préstata, glandulas bulbouretrales,
epididimo, prostata, vesiculas seminales, testiculos), sistema musculoesquelético (por ejemplo, musculos
esqueléticos, musculos lisos, hueso, cartilago, tendones, ligamentos), tejido adiposo, mamario y el sistema
endocrino (por ejemplo, hipotalamo, pituitaria, tiroides, pancreas, glandulas suprarrenales). Por tanto, basandose en
la asociacion de un polinucleétido de AARS o una secuencia de polipéptido tal como se describe en el presente
documento, pueden usarse estos métodos para identificar o caracterizar el tejido u 6rgano del que se deriva una
célula u otra muestra bioldgica.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos para detectar la presencia o los niveles de un
polinucleétido de AARS o una secuencia de polipéptido de referencia o una porcién de la misma para distinguir entre
o caracterizar el estado de desarrollo o diferenciacion de la célula. También se incluyen métodos para diferenciar
entre células germinales, células madre y células somaticas. Los ejemplos de estados de desarrollo incluyen
neonatales y adultos. Los ejemplos de estados de diferenciacion celular incluyen todos los estados discretos e
identificables entre una célula totipotente, una célula pluripotente, una célula madre multipotente progenitora y una
célula madura, completamente diferenciada.

Una célula totipotente tiene un potencial total, surge normalmente durante la reproduccién sexual y asexual e incluye
esporas y zigotos, aunque en determinados casos las células pueden desdiferenciarse y recuperar la totipotencia.
Una célula pluripotente incluye una célula madre que tiene el potencial de diferenciar en cualquiera de las tres capas
germinales, incluyendo el endodermo (revestimiento interior del estémago, tracto gastrointestinal, los pulmones), el
mesodermo (musculo, hueso, sangre, urogenital), y el ectodermo (tejidos epidérmicos y sistema nervioso). Las
células progenitoras multipotentes son normalmente capaces de diferenciarse en un nimero limitado de tipos de
tejidos. Los ejemplos de células multipotentes incluyen, sin limitacion, células madre hematopoyéticas (células
madre adultas) de la médula 6ésea que dan lugar a células inmunitarias, tales como glébulos rojos, glébulos blancos
y plaquetas, células madre mesenquimales (células madre adultas) de la médula 6sea que dan lugar a células
estromales, adipocitos y diversos tipos de células Oseas, células madre epiteliales (células progenitoras) que dan
lugar a los diversos tipos de células de la piel y células satelitales musculares (células progenitoras) que contribuyen
al tejido muscular diferenciado. Por consiguiente, la presencia o los niveles de un polinucleétido de AARS patrticular
o de una secuencia de polipéptido (por ejemplo, unién de corte y empalme de una variante de corte y empalme de
AARS, fragmento proteolitico de AARS), puede usarse para distinguir entre o caracterizar los estados de
diferenciacion celular anteriormente indicados, en comparacién con un control o un nivel predeterminado.

En la medida que la invencion se refiere a células embrionarias o zigotos, estos no son humanos.

Las realizaciones de la presente invenciéon incluyen métodos para detectar la presencia o los niveles de un
polinucleétido de AARS o una secuencia de polipéptido de referencia para caracterizar o diagnosticar la afeccion o
una célula, tejido, érgano o sujeto, en el que dicha afeccidon puede caracterizarse como sana, enferma, en riesgo de
enfermedad o tratada. Para dichos fines diagndsticos, el término "diagndstico” o "diagnosticado" incluyen identificar
la presencia o la naturaleza de una afeccion patolégica, caracterizar el riesgo de desarrollar dicha afeccion y/o medir
el cambio (o no cambio) de una afeccién patoldgica en respuesta a la terapia. Los métodos diagnésticos pueden
diferir en cuanto a su sensibilidad y especificidad. En determinadas realizaciones, la "sensibilidad" de un ensayo
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diagnostico se refiere al porcentaje de células, tejidos o sujetos enfermos que dan positivo en la prueba (porcentaje
de "auténticos positivos"). Las células, tejidos o sujetos enfermos no detectados por el ensayo se citan normalmente
como "falsos negativos". Las células, tejidos o sujetos que no estan enfermos y que dan negativo en el ensayo
pueden denominarse "auténticos negativos". En determinadas realizaciones, la "especificidad" de un ensayo
diagndstico puede definirse como uno (1) menos la tasa de falsos positivos, donde la tasa de "falsos positivos" se
define como la proporcién de aquellas muestras o sujetos son la enfermedad y que dan positivo. Aungue un método
diagnostico particular puede no proporcionar un diagnéstico definitivo de una afeccion, es suficiente si el método
proporciona una indicacién positiva que ayuda en el diagnéstico.

En determinados casos, puede diagnosticarse la presencia o el riesgo de desarrollar una afeccion patologica
comparando la presencia o los niveles de uno o mas polinucleétidos de AARS seleccionados o secuencias de
polipéptido de referencia o porciones de las mismas que se correlacionan con la afeccion, ya sea por niveles
aumentados o reducidos, en comparacién con un control adecuado. Un "control adecuado" o "control apropiado"”
incluye un valor, nivel, rasgo, caracteristica o propiedad determinada en una célula u otra muestra biologica de un
tejido u organismo, por ejemplo, una célula, tejido u organismo de control 0 normal que muestra, por ejemplo, rasgos
normales, tales como la ausencia de la afeccién. En determinadas realizaciones, un "control adecuado" o "control
apropiado" es un valor, nivel, rasgo, caracteristica o propiedad predefinida. Otros controles adecuados seran
evidentes para los expertos en la materia. Los ejemplos de enfermedades y afecciones se describen en otras partes
del presente documento.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen técnicas de deteccion basadas en polinucleétidos o acidos
nucleicos de AARS, que ofrecen ciertas ventajas debido a la sensibilidad de la deteccion. Por tanto, determinadas
realizaciones se refieren al uso o la deteccion de polinucleétidos de AARS como parte de un método o ensayo
diagnostico. Puede medirse la presencia y/o los niveles de polinucleétidos de AARS mediante cualquier método
conocido en la técnica, incluyendo ensayos de hibridacién, tales como transferencia de Northern, reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa o cualitativa, PCR de retrotranscriptasa (RT-PCR) cuantitativa o
cualitativa, micromatriz, transferencias de puntos o ranuras o hibridacién in situ, tal como hibridacién in situ de
fluorescencia (FISH), entre otros. Algunos de estos métodos se describen con mas detalle mas adelante.

Los polinucledtidos de AARS, tales como ADN y ARN, pueden recogerse y/o generarse a partir de sangre, fluidos
biologicos, tejidos u érganos, lineas celulares u otra muestra relevante usando técnicas conocidas en la materia,
tales como aquellas descritas en Kingston. (2002 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. y
John Wiley & Sons, Inc., NY, NY (véase, por ejemplo, como se describe por Nelson et al. Proc Natl Acad Sci U S A,
99: 11890-11895, 2002) y en otras partes. Ademas, diversos kits comerciales para construir ARN es util para
producir el ARN para su uso en la presente invencion. EI ARN puede construirse a partir de érganos/tejidos/células
obtenidas de sujetos sanos normales; sin embargo, la presente invencién también contempla la construccion de
ARN de sujetos enfermos. Algunas realizaciones contemplan el uso de cualquier tipo de 6rgano de cualquier tipo de
sujeto o animal. Para las muestras de ensayo, el ARN puede obtenerse de un individuo (por ejemplo, cualquier
animal, incluyendo mamiferos) con o sin enfermedad visible y de muestras de tejidos, fluidos biologicos (por ejemplo,
sangre entera) o similares.

En determinadas realizaciones, puede ser (til la amplificacién o construccion de secuencias de ADNc para aumentar
las capacidades de deteccion. La presente divulgacion, asi como la técnica, proporciona el nivel de detalle requerido
para llevar a cabo dichas tareas. En una realizacion ilustrativa, se usa sangre completa como fuente de ARN y por
consiguiente, se usan opcionalmente reactivos estabilizantes del ARN, tales como tubos PAX, tal como se describe,
por ejemplo, en Thach et al., J. | mMunol. Methods. Dec 283(1-2):269-279, 2003 y Chai et al., J. Clin. Lab Anal.
19(5):182-188, 2005 (ambos incorporados por referencia). Pueden generarse bibliotecas de ADN complementario
(ADNc) usando técnicas conocidas en la materia, tales como aquellas descritas en Ausubel et al. (2001 Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. y John Wiley & Sons, Inc., NY, NY); Sambrook et al. (1989
Molecular Cloning, segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, Plainview, NY); Maniatis et al. (1982 Molecular
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, Plainview, NY) y en otras partes. Ademas, diversos kits comerciales para
construir bibliotecas de ADNc son Utiles para producir las bibliotecas de ADNc de la presente invencion. Las
bibliotecas pueden construirse a partir de 6rganos/tejidos/células obtenidas de sujetos normales sanos.

Determinadas realizaciones pueden emplear métodos de hibridacion para detectar secuencias de polinucleétido de
AARS. Los métodos para llevar a cabo ensayos de hibridacién de polinucleétidos se han desarrollado bien en la
técnica. Los procedimientos y las condiciones de los ensayos de hibridacién variaran dependiendo de la aplicacién y
se seleccionan de acuerdo con los métodos de union generales conocidos, incluyendo aquellos citado en: Maniatis
et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 Ed. Cold Spring Harbor, N.Y., 1989); Berger and Ki mMel Methods
in Enzymology, Vol. 152, Guide to Molecular Cloning Techniques (Academic Press, Inc., San Diego, Calif., 1987);
Young y Davis, PNAS. 80: 1194 (1983). Los métodos y aparatos para llevar a cabo reacciones de hibridacion
repetidas y controladas se han descrito en las Patentes de los Estados Unidos n.° 5.871.928, 5.874.219, 6.045.996 y
6.386.749, 6.391.623, incorporandose cada una de ellas al presente documento por referencia.

Determinadas realizaciones pueden emplear métodos de amplificacion de acidos nucleicos para detectar secuencias
de polinucleétido de AARS. El término "amplificacion” o la expresion "amplificacion de acidos nucleicos” se refieren a

77



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2638311 T3

la produccion de multiples copias de un acido nucleico diana que contiene al menos una porcion de la secuencia de
acido nucleico diana especifica prevista. Las multiples copias pueden citarse como amplicones o productos de
amplificacion. En determinadas realizaciones, la diana amplificada contiene menos de la secuencia génica diana
completa (intrones y exones) o una secuencia de gen diana expresada (transcrito cortado y empalmado de exones y
secuencias no traducidas flanqueantes). Por ejemplo, pueden producirse amplicones especificos amplificando una
parte del polinucleétido diana usando cebadores de amplificacion que hibridan con e inician la polimerizacién a partir
de, posiciones internas del polinucleétido diana. Preferentemente, la porcidon amplificada contiene una secuencia
diana detectable que puede detectarse usando cualquiera de una serie de métodos de sobra conocidos.

La "amplificacion selectiva" o la "amplificacién especifica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la
amplificacion de una secuencia de acido nucleico diana de acuerdo con la presente invencién, en donde la
amplificacion de la secuencia diana esta limitada sustancialmente a la amplificaciéon de la secuencia diana aportada
por una muestra de acido nucleico de interés que se esta ensayando y no se aporta por la secuencia de acido
nucleico diana aportada por cualquier otra fuente de muestra, por ejemplo, la contaminacién presente en los
reactivos usados durante las reacciones de amplificacion o en el ambiente en el que se efectlian las reacciones de
amplificacion.

La expresion "condiciones de amplificacién" se refiere a las condiciones que permiten la amplificacion de acidos
nucleicos de acuerdo con la presente invencion. Las condiciones de amplificacion pueden, en algunas realizaciones,
ser menos rigurosas que las "condiciones de hibridacion rigurosas" descritas en el presente documento. Los
oligonucledtidos usados en las reacciones de amplificacion de la presente invencion hibridan con sus dianas
previstas en condiciones de amplificacion, pero pueden hibridar o no en condiciones de hibridacién rigurosas. Por
otro lado, las sondas de deteccion de la presente invencion hibridan normalmente en condiciones de hibridacién
rigurosas. Las condiciones aceptables para llevar a cabo las amplificaciones de acidos nucleicos de acuerdo con la
presente invencién pueden determinarse facilmente por alguien normalmente versado en la materia, dependiendo
del método de amplificacién concreto empleado.

Muchos métodos de sobra conocidos para la amplificacion de acidos nucleicos requieren de ciclos térmicos para, de
manera alterna, desnaturalizar los acidos nucleicos bicatenarios e hibridar los cebadores; sin embargo, otros
métodos de amplificacion de acidos nucleicos son isotermos. La reaccion en cadena de la polimerasa (Patentes de
los Estados Unidos n.° 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 4.965.188), normalmente citada como PCR, usa mudltiples
ciclos de desnaturalizacion, hibridacion de pares de cebador a hebras complementarias y extension de cebador para
aumentar exponencialmente el nimero de copias de la secuencia diana. En una variaciéon denominada RT-PCR, se
usa retrotranscriptasa (RT) para producir un ADN complementario (ADNc) a partir de ARNm y después el ADNc se
amplifica mediante la PCR para producir multiples copias de ADN.

Como se ha indicado anteriormente, el término "PCR" se refiere a mdltiples ciclos de amplificacion que amplifican de
manera selectiva una especie de acido nucleico diana. Se incluyen la PCR cuantitativa (qQPCR), la PCR en tiempo
real (rtPCR), la PCR de retrotranscripcion (RT-PCR) y la PCR de retrotranscripcion cuantitativa (QRT-PCR) se
encuentra bien descrita en la técnica. El término "gPCR" se refiere a la reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa y el término "gRT-PCR" se refiere a la reaccién en cadena de la polimerasa de retrotranscripcion
cuantitativa. La gPCR y la gRT-PCR pueden usarse para amplificar y cuantificar simultaneamente una molécula de
ADNCc diana. Esta posibilita tanto la deteccién como la cuantificacion de una secuencia especifica en una agrupacion
de ADNc, tal como un gen o transcrito de AARS seleccionado.

La "PCR en tiempo real" puede usar colorante de unién a ADN para todos los ADN bicatenarios en la PCR,
provocando la fluorescencia del tinte. Por lo tanto, un aumento en el producto de ADN durante la PCR da lugar a un
aumento en la intensidad de fluorescencia y se mide en cada ciclo, permitiendo de este modo cuantificar las
concentraciones de ADN. Sin embargo, los colorantes de ADNbc, tales como SYBR Green, se uniran a todos los
productos de ADNbc de la PCR. La fluorescencia se detecta y se mide en un termociclador de PCR en tiempo real y
su aumento genémico correspondiente al aumento exponencial en el producto se usa para determinar el ciclo umbral
("Ct") en cada reaccion.

La expresion "puntuacion de Ct" se refiere al nimero del ciclo umbral, que es el ciclo en el cual la amplificacion PCR
ha sobrepasado un nivel umbral. En caso de que haya una mayor cantidad de ARNm para un gen particular en una
muestra, traspasara el umbral antes que un gen poco expresado ya que hay mas ARN de inicio para amplificar. Por
lo tanto, una baja puntuacién de Ct indica una alta expresion génica en una muestra y una alta puntuacion de Ct
indica baja expresion génica.

Determinadas realizaciones pueden emplear la reaccién en cadena de la ligasa (Weiss, Science. 254: 1292, 1991),
normalmente citada como LCR, que usa dos conjuntos de oligonucle6tidos de ADN complementario que hibridan
con regiones adyacentes del acido nucleico diana. Los oligonucleétidos de ADN se unen covalentemente mediante
una ADN ligasa en ciclos repetidos de desnaturalizacion térmica, hibridacion y ligadura para producir un producto
oligonucleotidico ligado bicatenario detectable.
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Otro método es la amplificacion de desplazamiento de hebra (Walker, G. et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:392-396; Patentes de los Estados Unidos n.° 5.270.184 y 5.455.166), normalmente citada como SDA, que usa
ciclos de hibridacién de pares de secuencias de cebador para hebras opuestas de una secuencia diana, extension
del cebador en presencia de una dNTPaS para producir un duplex de producto de extensién del cebador
hemifosforotioado, corte mediado por endonucleasa de un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion
hemimodificado y extension del cebador mediada por la polimerasa desde el extremo 3' del corte para desplazar una
hebra existente y producir una hebra para la siguiente ronda de hibridacién del cebador, corte y desplazamiento de
la hebra, dando como resultado la amplificacion geométrica del producto. La SDA termdfila (tSDA) usa
endonucleasas y polimerasas termofilas a mayores temperaturas esencialmente en el mismo método (Patente
Europea n.° 0 684 315).

Otros métodos de amplificacion incluyen, por ejemplo: amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos
(Patente de los Estados Unidos n.° 5.130.238), normalmente citada como NASBA; una que usa una ARN replicasa
para amplificar la molécula de la sonda en si (Lizardi, P. et al., 1988, BioTechnol. 6: 1197-1202), normalmente citada
como QP replicasa; un método de amplificacion basado en la transcripcién (Kwoh, D. et al., 1989, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86:1173-1177); replicacion de secuencias autosostenida (Guatelli, J. et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87: 1874-1878); y, amplificacion mediada por transcripcion (Patentes de los Estados Unidos n.° 5.480.784 y
5.399.491), normalmente citada como TMA. Para una descripcion adicional de métodos de amplificacion conocidos,
véase Persing, David H., 1993, "In Vitro Nucleic Acid Amplification Techniques" en Diagnostic Medical Microbiology:
Principles and Applications (Persing et al., Eds.), pags. 51-87 (American Society for Microbiology, Washington, DC).

Los sistemas de amplificacién basados en la transcripcion ilustrativos de la presente invencién incluyen TMA, que
emplea una ARN polimerasa para producir multiples transcritos de ARN de una region diana (Patentes de los
Estados Unidos n.° 5.480.784 y 5.399.491). La TMA usa un "promotor-cebador" que hibrida con un acido nucleico
diana en presencia de una retrotranscriptasa y una ARN polimerasa para formar un promotor bicatenario a partir del
cual la ARN polimerasa produce transcritos de ARN. Estos transcritos pueden convertirse en moldes para rondas
posteriores de TMA en presencia de un segundo cebador capaz de hibridar con los transcritos de ARN. A diferencia
de la PCR, la LCR u otros métodos que requieren la desnaturalizacion térmica, la TMA es un método isotermo que
usa una actividad de RNasa H para digerir la hebra de ARN de un hibrido de ARN:ADN, haciendo de este modo que
la hebra d ADN se encuentre disponible para la hibridacién con un cebador o promotor-cebador. En general, se usa
la actividad de la RNasa H asociada con la retrotranscriptasa proporcionada para la amplificacion.

En un método de TMA ilustrativo, un cebador de amplificaciones un promotor-cebador oligonucleotidico que
comprende una secuencia promotora que se hace funcional cuando es bicatenaria, ubicada en 5' de una secuencia
de union a la diana, que es capaz de hibridar con un sitio de unién de un ARN diana en una ubicacion 3' respecto de
la secuencia que se va a amplificar. Un promotor-cebador puede citarse como un "T7-cebador" cuando es especifico
para el reconocimiento de la ARN polimerasa T7. En determinadas circunstancias, puede modificarse el extremo 3'
de un promotor-cebador o una subpoblacién de dichos promotores-cebadores para bloquear o reducir la extensién
del cebador. A partir de un promotor-cebador no modificado, la retrotranscriptasa crea una copia de ADNc del ARN
diana, mientras que la actividad de RNasa H degrada el ARN diana. Después, un segundo cebador de amplificacién
se une al ADNc. Este cebador puede citarse como un "cebador no T7" para distinguirlo del "cebador T7". A partir de
este segundo cebador de amplificacion, la retrotranscriptasa crea otra hebra de ADN, dando como resultado un ADN
bicatenario con un promotor funcional en un extremo. Cuando es bicatenaria, la secuencia del promotor es capaz de
unirse a una ARN polimerasa para iniciar la transcripcion de la secuencia diana con la que hibrida el promotor-
cebador. Una ARN polimerasa usa esta secuencia de promotor para producir multiples transcritos de ARN (es decir,
amplicones), generalmente de aproximadamente 100 a 1.000 copias. Cada amplicon recientemente sintetizado
puede hibridar con el segundo cebador de amplificacion. La retrotranscriptasa puede crear entonces un ADN copia,
mientras que la actividad de RNasa H degrada el ARN de este diplex de ARN:ADN. Después, el promotor-cebador
puede unirse al ADN recientemente sintetizado, permitiendo que la retrotranscriptasa cree un ADN bicatenario, a
partir del cual la ARN polimerasa produce mdltiples amplicones. Por lo tanto, puede lograrse una amplificacién
isotérmica de varios miles de millones de veces usando dos cebadores de amplificacion.

En determinadas realizaciones, pueden usarse otras técnicas para evaluar transcritos de ARN de los transcritos de
una biblioteca de ADNc patrticular, incluyendo andlisis de micromatrices (Han, M., et al., Nat Biotechnol, 19: 631-635,
2001; Bao, P., et al., Anal Chem, 74: 1792-1797, 2002; Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:10614-19, 1996;
y Heller et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:2150-55, 1997) y SAGE (analisis seriado de la expresion génica). Al
igual que MPSS, SAGE es digital y puede generar un gran nimero de secuencias de firma. (véase, por ejemplo,
Velculescu, V. E., et al., Trends Genes, 16: 423-425., 2000; Tuteja R. y Tuteja N. Bioessays. agosto de 2004;
26(8):916-22), aunque con menores 6rdenes de magnitud que los disponibles a partir de técnicas tales como MPSS.

En determinadas realizaciones, el término "micromatriz" incluye una "micromatriz de acido nucleico" que tiene una
pluralidad de acidos nucleicos unidos a sustrato, siendo detectable por separado la hibridacion a cada uno de la
pluralidad de &cidos nucleicos unidos. El sustrato puede ser solido o poroso, planar o no planar, unitario o
distribuido. Las micromatrices de acidos nucleicos incluyen todos los dispositivos nombrados en Schena (ed.), DNA
Microarrays: A Practical Approach (Practical Approach Series), Oxford University Press (1999); Nature Genet. 21(1)
(supl.): 1-60 (1999); Schena (ed.), Microarray Biochip: Tools and Technology, Eaton Publishing
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Company/BioTechniques Books Division (2000). Las micromatrices de acidos nucleicos pueden incluir una pluralidad
de acidos nucleicos unidos a sustrato en las que la pluralidad de acidos nucleicos se encuentran dispuestos sobre
una pluralidad de perlas, en lugar de sobre un sustrato planar unitario, tal como se describe, por ejemplo, en Brenner
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(4): 1665-1670 (2000). Pueden encontrarse ejemplos de micromatrices de acidos
nucleicos en las Patentes de los Estados Unidos n.° 6.391.623, 6.383.754, 6.383.749, 6.380.377, 6.379.897,
6.376.191, 6.372.431, 6.351.712, 6.344.316, 6.316.193, 6.312.906, 6.309.828, 6.309.824, 6.306.643, 6.300.063,
6.287.850, 6.284.497, 6.284.465, 6.280.954, 6.262.216, 6.251.601, 6.245.518, 6.263.287, 6.251.601, 6.238.866,
6.228.575, 6.214.587, 6.203.989, 6.171.797, 6.103.474, 6.083.726, 6.054.274, 6.040.138, 6.083.726, 6.004.755,
6.001.309, 5.958.342, 5.952.180, 5.936.731, 5.843.655, 5.814.454, 5.837.196, 5.436.327, 5.412.087 y 5.405.783,
cuyas divulgaciones se incorporan por referencia.

Los ejemplos adicionales incluyen matrices de acido nucleico que se encuentran disponibles comercialmente de
Affymetrix (Santa Clara, Calif.) con el nombre comercial GENECHIP™. Se proporcionan métodos a modo de ejemplo
adicionales para fabricar y usar matrices en, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos n.° 7.028.629;
7.011.949; 7.011.945; 6.936.419; 6.927.032; 6.924.103; 6.921.642; y 6.818.394.

La presente invencion, al estar relacionada con matrices y micromatrices, también contempla muchos usos para
polimeros unidos a sustratos sélidos. Estos usos incluyen el control de la expresion génica, la elaboracién de
perfiles, la exploracién de bibliotecas, el genotipado y los diagnésticos. Los métodos de control y elaboracion de
perfiles de la expresion génica y los métodos Utiles para el control y la elaboracién de perfiles de la expresiéon génica
se muestran en las Patentes de los Estados Unidos n.° 5.800.992, 6.013.449, 6.020.135, 6.033.860, 6.040.138,
6.177.248 y 6.309.822. El genotipado y los usos del mismo se muestran en los n.° de Serie de los Estados Unidos
10/442.021, 10/013.598 (solicitud de los Estados Unidos n.° 2003/0036069), y las Patentes de los Estados Unidos
n.° 5.925.525, 6.268.141, 5.856.092, 6.267.152, 6.300.063, 6.525.185, 6.632.611, 5.858.659, 6.284.460, 6.361.947,
6.368.799, 6.673.579 y 6.333.179. Otros métodos para la amplificacion, marcaje y andlisis de acidos nucleicos que
pueden usarse en combinacién con los métodos divulgados en el presente documento se representan en las
Patentes de los Estados Unidos n.° 5.871.928, 5.902.723, 6.045.996, 5.541.061 y 6.197.506.

Tal como sera evidente para los expertos en la materia, algunas realizaciones pueden emplear oligonucle6tidos,
tales como cebadores o sondas, para la amplificacion o deteccion, tal como se describen en el presente documento.
Pueden producirse oligonucleétidos con una secuencia y estructura quimica definida mediante técnicas conocidas
por los expertos en la materia, tales como mediante sintesis quimica o bioquimica y mediante expresion in vitro o in
vivo a partir de moléculas de acido nucleico recombinante, por ejemplo, vectores bacterianos o viricos. En
determinadas realizaciones, un oligonucle6tido no consiste Gnicamente en ADN cromosomico de tipo silvestre o los
productos de transcripcioén in vivo del mismo.

Los oligonucleétidos o cebadores pueden modificarse de cualquier mod, en tanto que una modificacion dada sea
compatible con la funcién deseada de un oligonucleétido dado. Un experto en la materia podra determinar facilmente
si una modificacion dada es adecuada o deseada para cualquier oligonucleétido dado de la presente invencion. Los
oligonucleétidos de AARS relevantes se describen con mas detalle en otras partes del presente documento.

Aungue el disefio y la secuencia de los oligonucleétidos depende de su funcidn, tal como se describe en el presente
documento, normalmente se tienen en cuenta diversas variables. Entre las mas relevantes se encuentran: longitud,
temperatura de fusion (Tm), especificidad, complementariedad con otros oligonucleétidos en el sistema, contenido
de G/Cm, tramos de polipirimidina (T, C) o de polipurina (A, G) y la secuencia del extremo 3'. El control de estas y
otras variables es un aspecto convencional y de sobra conocido del disefio de oligonucleétidos y hay disponibles
varios programas informaticos para explorar grandes nimeros de oligonucleétidos potenciales respecto de los
Optimos.

Por lo tanto, determinadas realizaciones incluyen métodos para detectar un polinucleétido diana de AARS en una
muestra, comprendiendo el polinucleétido la secuencia de un polinucleétido de AARS de referencia, como se
describe en el presente documento, que comprende a) hibridar la muestra con una sonda que comprende una
secuencia complementaria al polinucleétido diana en la muestra e hibridando dicha sonda especificamente a dicho
polinucleétido diana, en condiciones mediante las cuales se forma un complejo de hibridacion entre dicha sonda y
dicho polinucledtido diana o fragmentos del mismo y b) detectar la presencia o ausencia de dicho complejo de
hibridacién y opcionalmente, si esté presente, la cantidad del mismo. También se incluyen métodos para detectar un
polinucleétido de AARS diana en una muestra, comprendiendo el polinucleétido la secuencia de un polinucleétido de
AARS de referencia, como se describen en el presente documento, que comprenden a) amplificar el polinucleétido
diana o un fragmento del mismo y b) detectar la presencia o ausencia de dicho polinucleétido diana amplificado o un
fragmento del mismo y, opcionalmente, si esté presente, la cantidad del mismo. Las realizaciones especificas se
refieren a la deteccion de variantes de corte y empalme de AARS, tal como detectando una unién de corte y
empalme Unica de la variante de corte y empalme, ya sea por hibridacion, amplificacion u otro método de deteccion.

Las realizaciones de la presente invencién incluyen una serie de técnicas de deteccion basadas en polipéptidos de

AARS, incluyendo técnicas de deteccion basadas en anticuerpos. En estas realizaciones se incluye el uso de los
polipéptidos de AARS para generar anticuerpos u otras moléculas de unién, que después pueden usarse en
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métodos y composiciones diagnosticas para detectar o cuantificar polipéptidos de AARS seleccionados en una
célula u otra muestra biolégica, normalmente de un sujeto.

Determinadas realizaciones pueden emplear metodologias y detectores convencionales, tales como transferencia de
Western e inmunoprecipitacion, ensayos inmunoadsorbentes acoplados a enzimas (ELISA), citometria de flujo y
ensayos de inmunofluorescencia (IFA), que utilizan un dispositivo para la obtenciéon de imagenes. Estos métodos de
sobra conocidos utilizan normalmente uno 0 mas anticuerpos monoclonales o policlonales, tal como se describe en
el presente documento, que se unen especificamente a un polipéptido de AARS seleccionado de la invencién o a
una regién Unica de ese polipéptido de AARS y generalmente no se unen de manera significativa a otros
polipéptidos de AARS, tal como un polipéptido de AARS de longitud completa. En determinadas realizaciones, la
region unica del polipéptido de AARS puede representar una estructura tridimensional Unica que es poseida por un
fragmento de proteina recientemente identificado de un AARS.

Determinadas realizaciones pueden emplear "matrices”, tales como "micromatrices". En determinadas realizaciones,
una "micromatriz" también puede referirse a una "micromatriz de péptidos" o "micromatriz de proteinas" que tiene
una coleccion o pluralidad de polipéptidos unidos al sustrato, siendo detectable por separado la unién de cada uno
de la pluralidad de péptidos unidos. Como alternativa, la micromatriz de péptidos puede tener diversas moléculas de
union, incluyendo, pero sin limitacién, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, moléculas de unién de
presentacién en fagos, moléculas de union de 2 hibridos de levadura y aptameros, que pueden detectar
especificamente la unién de los polipéptidos de AARS descritos en el presente documento. La matriz puede estar
basada en la deteccion de autoanticuerpos de estos polipéptidos de AARS, tal como se describe, por ejemplo, en
Robinson et al., Nature Medicine 8(3):295-301 (2002). Pueden encontrarse ejemplos de matrices de péptidos en los
documentos WO 02/31463, WO 02/25288, WO 01/94946, WO 01/88162, WO 01/68671, WO 01/57259, WO
00/61806, WO 00/54046, WO 00/47774, WO 99/40434, WO 99/39210 y WO 97/42507 y en las Patentes de los
Estados Unidos n.° 6.268.210, 5.766.960 y 5.143.854, incorporandose cada una de ellas por referencia.

Determinadas realizaciones pueden emplear EM u otros métodos basados en el peso molecular para detectar de
manera diagnostica secuencias de polipéptido de AARS. La espectrometria de masas (EM) se refiere generalmente
a una técnica analitica para determinar la composicion elemental de una muestra o molécula. La EM también puede
usarse para determinar las estructuras quimicas de las moléculas, tales como péptidos y otros compuestos
quimicos.

En general, el principio de la EM consiste en ionizar compuestos quimicos para generar moléculas o fragmentos de
moléculas cargados y después medir sus relaciones de masa a carga. En un procedimiento de EM ilustrativo, se
carga una muestra en el instrumento de EM y se somete a vaporizacion, los componentes de la muestra se ionizan
mediante uno de una serie de métodos (por ejemplo, haciéndoles impactar con un haz de electrones), lo que da
como resultado la formacién de particulas cargadas positivamente, después se aceleran los iones positivos mediante
un campo magnético, se efectian calculos acerca de la relacién de masa a carga (m/z) de las particulas basandose
en los detalles del movimiento de los iones a medida que transitan a lo largo de campos electromagnéticos y, se
detectan los iones, que en la etapa anterior se clasificaron segiin su m/z.

Un instrumento de EM ilustrativo tiene tres modulos: una fuente de ionizacién, que convierte las moléculas de la
muestra en fase gaseosa en iones (0, en el caso de ionizacién por electropulverizacion, mueven los iones que
existen en solucién a la fase gaseosa); un analizador de masas, que clasifica los iones por sus masas aplicando
campos electromagnéticos; y un detector, que mide el valor de una cantidad indicadora y proporciona por lo tanto
datos para calcular las abundancias de cada ion presente.

La técnica de la EM tiene usos tanto cualitativos como cuantitativos, incluyendo la identificacion de compuestos
desconocidos, determinar la composicion isotdpica de elementos en una molécula y determinar la estructura de un
compuesto observando su fragmentacion. Otros usos incluyen cuantificar la cantidad de un compuesto en una
muestra o estudiar los fundamentos de la quimica de iones en fase gaseosa (la quimica de iones y moléculas
neutras en el vacio). Se incluyen cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC/MS o GC-MS),
cromatografia liquida-espectrometria de masas (CL/EM o CL-EM), y la espectrometria de movilidad de
iones/espectrometria de masas (EMI/EM o EMIS). Por consiguiente, pueden usarse técnicas de EM de acuerdo con
cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento para medir la presencia o los niveles de un
polipéptido de AARS de la invencion en una muestra bioldgica y comparar estos niveles con una muestra de control
0 un valor predeterminado.

Determinadas realizaciones pueden emplear clasificacion celular o visualizacion celular o dispositivos/técnicas para
la obtencién de imagenes para detectar o cuantificar la presencia o los niveles de polinucleétidos o polipéptidos de
AARS. Los ejemplos incluyen citometria de flujo o FACS, analisis de inmunofluorescencia (IFA), y técnicas de
hibridacion in situ, tales como hibridacién in situ de fluorescencia (FISH).

Determinadas realizaciones pueden emplear métodos bioldgicos, programas informaticos y sistemas convencionales

para fines diagnésticos. Los productos de programas informaticos de la invencion incluyen normalmente un medio
legible por ordenador que tiene instrucciones que pueden ejecutarse por el ordenador para llevar a cabo las etapas
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l6gicas del método de la invencién. Los medios legibles por ordenador adecuados incluyen discos flexibles, CD-
ROM/DVD/DVD-ROM, discos duros, memorias flash, ROM/RAM, cintas magnéticas etc. Las instrucciones
ejecutables por el ordenador pueden estar escritas en un lenguaje informatico adecuado o una combinacién de
varios lenguajes. Los métodos basicos de biologia computacional se describen en, por ejemplo, Setubal y Meidanis
et al., Introduction to Computational Biology Methods (PWS Publishing Company, Boston, 1997); Salzberg, Searles,
Kasif, (Ed.), Computational Methods in Molecular Biology, (Elsevier, Amsterdam, 1998); Rashidi y Buchler,
Bioinformatics Basics: Application in Biological Science and Medicine (CRC Press, Londres, 2000) y Ouelette y
Bzevanis Bioinformatics: A Practical Guide for Analysis of Gene and Proteins (Wiley & Sons, Inc., 22 ed., 2001).
Véase la Patente de los Estados Unidos n.° 6.420.108.

Determinadas realizaciones pueden emplear varios productos de programas informaticos para diversos fines, tales
como el disefio de sondas, la gestion de datos, el analisis y el manejo de instrumentos. Véase, las Patentes de los
Estados Unidos n.° 5.593.839, 5.795.716, 5.733.729, 5.974.164, 6.066.454, 6.090.555, 6.185.561, 6.188.783,
6.223.127, 6.229.911 y 6.308.170.

El ensayo de muestreo de genoma completo (WGSA) se describe, por ejemplo, en Kennedy et al., Nat. Biotech. 21,
1233-1237 (2003), Matsuzaki et al., Gen. Res. 14: 414-425, (2004), y Matsuzaki, et al., Nature Methods 1:109-111
(2004). Los algoritmos para su uso con ensayos de mapeo se describen, por ejemplo, en Liu et al., Bioinformatics.
19: 2397-2403 (2003) y Di et al. Bioinformatics. 21:1958 (2005). Se divulgan métodos adicionales relacionados con
WGSA y matrices Utiles para WGSA y aplicaciones de WGSA, por ejemplo, en las Solicitudes de Patente de los
Estados Unidos n.° 60/676.058, presentada el 29 de abril de 2005, 60/616.273 presentada el 5 de octubre de 2004,
10/912.445, 11/044.831, 10/442.021, 10/650.332 y 10/463.991. Los estudios de asociacion de todo el genoma
usando ensayos de mapeo se describen en, por ejemplo, Hu et al., Cancer Res.; 65(7):2542-6 (2005), Mitra et al.,
Cancer Res., 64(21):8116-25 (2004), Butcher et al., Hum Mol Genet., 14(10):1315-25 (2005), y Klein et al., Science.
308(5720):385-9 (2005).

Ademas, determinadas realizaciones pueden incluir métodos para proporcionar informacion genética por las redes,
tales como Internet, tal como se muestra, por ejemplo, en las Solicitudes de los Estados Unidos n.° 10/197.621,
10/063.559 (Publicacion de los Estados Unidos numero 2002/0183936), 10/065.856, 10/065.868, 10/328.818,
10/328.872, 10/423.403 y 60/482.389.

X. AGENTES ANTISENTIDO Y DE IARN

Las realizaciones de la presente divulgacion también incluyen oligonucleétidos antisentido y agentes de iARN que se
dirigen a las secuencias de polinuclettido de AARS y a métodos de uso de los mismos para reducir la expresion de
un transcrito y/o fragmento de proteina AARS. Determinadas realizaciones se refieren al direccionamiento de una o
mas uniones de corte y empalme (normalmente Unicas) que generan una variante de corte y empalme, o un
fragmento de proteina AARS de la presente invencion. También se incluyen métodos de antisentido o inhibicion de
IARN que se dirigen a determinadas formas de corte y empalme, ya sea para alentar o desalentar el corte y
empalme de un fragmento de proteina seleccionado. En determinadas realizaciones preferidas, las uniones de corte
y empalme que generan los fragmentos de proteina AARS se sobreexpresan respecto de tejidos particulares y son
Unicos para esa variante de corte y empalme. En estas realizaciones y otras relacionadas, dichas variantes de corte
y empalme no son la Unica fuente de actividad de AARS citosodlica en el tipo celular diana. Por ejemplo,
determinadas variantes de corte y empalme que se van a usar como diana pueden representar aproximadamente
del 10 % al 50 % del nimero de copias total de las variantes de corte y empalme de ARN de AARS en una célula o
tejido dado y preferentemente, aproximadamente el 1-10 % del nimero total de copias de las variantes de corte y
empalme de ARN de AARS en una célula o tejido dado. También pueden usarse como diana las variantes de corte y
empalme que representan aproximadamente < 1 % del nimero total de copias de las variantes de corte y empalme
de ARN de AARS en una célula o tejido dado.

En determinadas realizaciones, la diana de iARN antisentido no se dirige a la proteina de longitud completa, debido
a que dichas proteinas de longitud completa son responsables de una etapa clave en la sintesis de proteinas y de
este modo se evita la letalidad que normalmente resulta de las supresiones génicas de AARS de tipo silvestre. Por lo
tanto, algunos de los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para evitar efectos no deseados,
tales como toxicidades en tratamientos tanto crénicos como agudos y para modular selectivamente las actividades
no candnicas del fragmento de proteina AARS. Sin embargo, algunas realizaciones pueden dirigirse genéricamente
a secuencias de AARS, incluyendo secuencias de AARS de longitud completa, tal como para eliminar o trastornar
sustancialmente la fisiologia celular de una célula o tejido diana.

En determinadas realizaciones, la variante de corte y empalme de AARS que se va a usar como diana posee una
actividad biolégica no canonica. En algunas realizaciones, la variante de corte y empalme de AARS tiene una
actividad canonica de AARS reducida o indetectable y el método relacionado con antisentido o iIARN modula mas
especificamente su actividad no candnica. En determinadas realizaciones, los agentes relacionados con antisentido
0 iIARN pueden combinarse con una estrategia dirigida o de suministro local para aminorar los efectos no deseados
sistémicos a células o tejidos no diana. Entre otras descritas en el presente documento, las células o tejidos a modo
de ejemplo que podrian usarse como diana de este modo incluyen células cancerosas y células para tejidos que los
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hacen propicios para el direccionamiento localizado, tales como tumores o epitelios mediante aplicacion tépica.
A. Agentes antisentido

Las expresiones "oligbmero antisentido" o "compuesto antisentido" u "oligonucleétido antisentido” se usan de
manera intercambiable y se refieren a una secuencia de subunidades ciclicas, que portan cada una un resto de
emparejamiento de bases, unido mediante enlaces entre subunidades que periten que los restos de emparejamiento
de bases hibriden con una secuencia diana en un acido nucleico (normalmente un ARN) mediante emparejamiento
de bases de Watson-Crick, para formar un heteroduplex de acido nucleico:oligémero dentro de la secuencia diana e
impidiendo normalmente de este modo la traduccién de ese ARN. También se incluyen métodos de uso de los
mismos para modular la expresion de un transcrito de AARS seleccionado, tal como una variante de corte y
empalme o un fragmento proteolitico y/o su polipéptido correspondiente.

Los oligonucledtidos antisentido pueden contener entre aproximadamente 8 y 40 subunidades, normalmente
aproximadamente 8-25 subunidades y preferentemente de 12 a 25 subunidades. En determinadas realizaciones, los
oligonucleétidos pueden tener una complementariedad de secuencia exacta con la secuencia diana o una
complementariedad préxima, como se define mas adelante. En determinadas realizaciones, el grado de
complementariedad entre la diana y la secuencia de direccionamiento antisentido es suficiente para formar un duplex
estable. La region de complementariedad de los oligémeros antisentido con la secuencia de ARN diana puede ser
tan corta como de 8-11 bases, pero tiene preferentemente 12-15 bases 0 mas, por ejemplo, 12-20 bases o 12-25
bases, incluyendo todos los nimeros enteros entre estos intervalos. Un oligémero antisentido de aproximadamente
14-15 bases es generalmente lo suficientemente largo como para tener una secuencia complementaria Unica al
dirigirse al gen de AARS seleccionado. En determinadas realizaciones, puede ser necesaria una longitud minima de
bases complementarias para lograr la Tm de unién requerida, tal como describe en el presente documento.

En determinadas realizaciones, pueden ser adecuados oligbmeros antisentido tan largos como de 40 bases, donde
al menos un nimero minimo de bases, por ejemplo, 10-12 bases, son complementarias a la secuencia diana. En
general, sin embargo, la captacion facilitada o activa en células se optimiza con longitudes de oligdmero de menos
de aproximadamente 30. Para algunos oligbmeros, descritos en mas detalle mas adelante, se produce un equilibrio
optimo de estabilidad de union y captacion generalmente con longitudes de 18-25 bases. Se incluyen oligomeros
antisentido (por ejemplo, APN, ALN, 2'-OMe, MOE) que consisten en aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40 bases, en los que al
menos aproximadamente 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40 bases contiguas 0 no contiguas son complementarias a su secuencias diana de
AARS o variantes de los mismos.

En determinadas realizaciones, los oligdbmeros antisentido pueden ser 100 % complementarios a una secuencia
diana de &cido nucleico de AARS o puede incluir desemparejamientos, por ejemplo, para acomodar variantes, en
tanto que un heteroduplex formado entre el oligdmero y la secuencia diana de &cido nucleico de AARS sea lo
suficientemente estable como para soportar la accion de las nucleasas celulares y otros modos de degradacion que
pueden producirse in vivo. La expresion "secuencia diana" se refiere a una porcién del ARN diana contra el cual se
dirige el oligonucledtido, esto es, la secuencia con la que hibridara el oligonucleétido mediante emparejamiento de
bases de Watson-Crick de una secuencia complementaria. En determinadas realizaciones, la secuencia diana puede
ser una region contigua de un ARNm de AARS (por ejemplo, una unién de corte y empalme Unica de un ARNm de
AARS), o puede estar compuesta de regiones no contiguas del ARNm.

Mas adelante se describen armazones de oligdmeros que son menos susceptibles a la escisién por nucleasas. Los
desemparejamientos, en caso de estar presentes, son menos desestabilizantes a medida que se aproximan a las
regiones terminales del diplex de hibrido que cuando se encuentran en el medio. El nUmero de desemparejamientos
permitido dependera de la longitud del oligémero, del porcentaje de pares de bases G:C en el duplex y de la posicién
de los desemparejamientos en el duplex, de acuerdo con los principios de sobra conocidos acerca de la estabilidad
de los duplex. Aunque dicho oligémero antisentido no es necesariamente un 100 % complementario a la secuencia
diana de acido nucleico de AARS, es eficaz para unirse de manera estable y especifica a la secuencia diana, de tal
forma que se modula una actividad biolégica del acido nucleico diana, por ejemplo, la expresién de proteinas AARS.

La estabilidad del duplex formado entre un oligdmero y una secuencia diana es una funcién de la Tm de fusion y de
la susceptibilidad del duplex a la escision enzimatica celular. La Tm de un oligonucleétido antisentido con respecto al
ARN de secuencia complementaria puede medirse por métodos convencionales, tales como aquellos descritos por
Hames et al., Nucleic Acid Hybridization, IRL Press, 1985, pags. 107-108 o como se describe en Miyada C.G. y
Wallace R.B., 1987, Oligonucleotide hybridization techniques, Methods Enzymol. Vol. 154 pags. 94-107. En
determinadas realizaciones, el oligbmero antisentido puede tener una Tm de union, respecto de un ARN de
secuencia complementaria, mayor de la temperatura corporal y preferentemente, mayor de 50 C. Se prefie ren las
Tm en el intervalo de 60-80 T o mas. De acuerdo con principios bien conocidos, la Tm de un compuesto
oligomérico, respecto de un hibrido de ARN de secuencia complementaria, puede aumentarse al aumentar la
proporcion de bases emparejadas de C:G en el duplex y/o aumentando la longitud (en pares de bases) del
heteroddplex. Al mismo tiempo, con el objetivo de optimizar la captacion celular, puede ser ventajoso limitar el
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tamafo del oligdbmero antisentido. Por este motivo, se prefieren generalmente los compuestos que muestran una Tm
elevada (50 € o mas) con una longitud de 25 bases o menos frente a aquellos que requieren mas de 25 bases para
tener elevados valores de Tm.

Los oligébmeros antisentido pueden disefiarse para que bloqueen o inhiban la traduccién del ARNm o para inhibir el
procesamiento de corte y empalme del pre-ARNm natural o para inducir la degradacion de ARNm diana y puede
decirse que estan "dirigidos a" o "dirigidos contra" una secuencia diana con la que hibridan. En determinadas
realizaciones, la secuencia diana puede incluir cualquier secuencia codificante o no codificante de un transcrito de
ARNm de AARS y por lo tanto puede encontrarse dentro de un exon o dentro de un intrén. En determinadas
realizaciones, la secuencia diana es relativamente Unica o excepcional entre las AARS (por ejemplo, una AARS de
longitud completa) y es selectiva para reducir la expresion de un fragmento de proteina AARS seleccionado, tal
como un fragmento proteolitico o una variante de corte y empalme. En determinadas realizaciones, el sitio diana
incluye un sitio de corte y empalme 3' 0 5' de un ARNm procesado previamente o un punto de ramificacion. La
secuencia diana para un sitio de corte y empalme puede incluir una secuencia de ARNm que tenga su extremo 5' a
de 1 a aproximadamente 25 o aproximadamente 50 pares de bases cadena abajo de la union aceptora de corte y
empalme o cadena arriba de una unién donante de corte y empalme en un ARNm procesado previamente. En
determinadas realizaciones, una secuencia diana puede incluir una unioén de corte y empalme o un ARNm de AARS
de corte y empalme alternativo, tal como una unién de corte y empalme que no se produce en la AARS de longitud
completa o que es Unica o excepcional para ese transcrito, en tanto que no se produce o solo se produce rara vez en
otras variantes de corte y empalme de AARS. Con mayor frecuencia se dice que un oligbmero esta "dirigido contra"
una diana biol6gicamente relevante, tal como un polinucledtido de AARS de referencia, cuando esta dirigido contra
el acido nucleico de la diana del modo descrito en el presente documento.

Normalmente, un oligonucleétido es complementario a una secuencia diana, tal como un ADN o ARN diana. Los
términos "complementario” y "complementariedad" se refieren a polinucledtidos (es decir, una secuencia de
nucleétidos) relacionados mediante las reglas de emparejamiento 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 parte de las
bases de los acidos nucleicos estan emparejadas de acuerdo con las reglas de emparejamientos de bases o puede
haber una complementariedad “"completa® o "total" (100 %) entre los &acidos nucleicos. El grado de
complementariedad entre hebras de &cido nucleico tiene efectos significativos en la eficacia y la fuerza de la
hibridacion entre hebras de acido nucleico. Aunque normalmente se desea una complementariedad perfecta,
algunas realizaciones pueden incluir uno o mas pero preferentemente 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8,
7, 6,5, 4, 3, 2 0 1 desemparejamiento con respecto a la secuencia diana. Se incluyen variaciones en cualquier
ubicacién dentro del oligbmero. En determinadas realizaciones, se prefieren generalmente variaciones de secuencia
préximas a los extremos de un oligdbmero frente a las variaciones en el interior y en caso de estar presentes, se
encuentran a aproximadamente 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nucle6tido del extremo 5' y/o 3.

La expresion "secuencia de direccionamiento” o en determinadas realizaciones "secuencia de direccionamiento
antisentido" se refiere a la secuencia en un oligonucleétido que es complementaria (lo que significa, ademas,
sustancialmente complementaria) a la secuencia diana en la molécula diana de ADN o ARN. La secuencia completa,
0 solo una porcién, del compuesto antisentido puede ser complementaria a la secuencia diana. Por ejemplo, en un
oligonucleétido que tiene 20-30 bases, aproximadamente 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28 0 29 pueden ser secuencias de direccionamiento que son complementarias a la region diana.
normalmente, la secuencia de direccionamiento esta formada por bases contiguas, pero como alternativa, puede
estar formada por secuencias no contiguas que cuando se ponen juntas, por ejemplo, desde los extremos opuestos
del oligonucledtido, constituyen una secuencia que abarca la secuencia diana.

Las secuencias diana y de direccionamiento se describen como "complementarias" entre si cuando se produce
hibridacion en wuna configuracién antiparalela. Una secuencia de direccionamiento puede tener una
complementariedad "préxima" o "sustancial" con la secuencia diana y aun asi cumplir el fin de la presente invencion,
esto es, puede seguir siendo funcionalmente "complementaria”. En determinadas realizaciones, un oligonucleétido
puede tener como maximo un desemparejamiento con la secuencia diana de cada 10 nucledtidos y preferentemente,
como maximo un desemparejamiento de cada 20. Como alternativa, un oligonucleétido puede tener al menos
aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 % de homologia de secuencia y preferentemente, al menos un 95 % de
homologia de secuencia, con una secuencia de polinucleétido de AARS de referencia descrita en el presente
documento o su complemento.

Un oligonucledtido "hibrida especificamente” con un polinucleétido diana en caso de que el oligdmero hibride con
una diana (por ejemplo, un polinucleétido de AARS de referencia o su complemento) en condiciones fisiologicas, con
una Tm sustancialmente mayor de 45 C, preferenteme nte de al menos 50 € y normalmente de 60 T-80 C o
mayor. Dicha hibridaciéon corresponde preferentemente a condiciones de hibridacion rigurosas. A un pH y una fuerza
i6nica especificos, la Tm es la temperatura a la cual el 50 % de una secuencia diana hibrida con un polinucleétido
complementario. De nuevo, dicha hibridacién puede producirse con una complementariedad "préxima" o "sustancial"
del oligbmero antisentido respecto de la secuencia diana, asi como con complementariedad exacta.

Las expresiones "se une especificamente" o "hibrida especificamente" se refieren en general a una sonda de
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oligonucleétido o una secuencia de polinucleétido que no solo se une a su secuencia génica diana prevista en una
muestra en condiciones de hibridacidn seleccionadas, sino que no se une significativamente a otras secuencias
diana en la muestra y de este modo discrimina entre su diana prevista y todas las demas dianas en el grupo diana.
Una sonda que hibrida especificamente con su secuencia diana prevista también puede detectar diferencias en la
concentracion en las condiciones de hibridacién seleccionadas, tal como se describen en el presente documento.

Una molécula oligomérica (oligdmero) "resistente a las nucleasas" se refiere a una cuyo armazén sea
sustancialmente resistente a la escision por nucleasas, en forma no hibridada o hibridada; por nucleasas
extracelulares e intracelulares comunes en el organismo; esto es, el oligdmero muestra poca o ninguna escisién por
nucleasas en condiciones de nucleasas normales en el organismo en el que se encuentra expuesto el oligémero.

Un "heteroduplex” se refiere a un duplex entre un oligonucleétido y la porcion complementaria de un polinucleétido
diana, tal como un ADN o ARN diana. Un "heterodiplex resistente a las nucleasas" se refiere a un heteroduplex
formado por la unién de un oligdmero a su diana complementaria, de tal forma que el heterodiplex es
sustancialmente resistente a la degradacion in vivo por nucleasas intracelulares y extracelulares, tales como
RNasaH, que son capaces de cortar complejos bicatenarios de ARN/ARN o ARN/ADN.

Una "subunidad" de un oligonucleétido se refiere a una unidad de nucle6tido (o analogo de nucleétido). El término
puede hacer referencia a la unidad de nucle6tido con o sin la union intersubunidad unida, aunque, cuando se hace
referencia a una "subunidad cargada”, la carga reside normalmente entre el enlace intersubunidad (por ejemplo, un
enlace de fosfato o fosforotioato o un enlace catiénico).

Las subunidades ciclicas de un oligonucleétido pueden estar basadas en ribosa u otro azlcar de pentosa o, en
determinadas realizaciones, grupos alternativos o modificados. Los ejemplos de armazones oligonucleotidicos
modificados incluyen, sin limitacion, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres,
aminoalquilfosfotriésteres, fosfonatos de metilo y otros alquilos que incluyen fosfonatos de 3'-alquileno y fosfonatos
quirales, fosfinatos, fosforamidatos, incluyendo 3'-amino fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos,
tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y boranofosfatos que tienen enlaces 3'-5'
normales, analogos enlazados en 2'-5' de estos y aquellos que tienen la polaridad invertida, en donde los pares
adyacentes de unidades de nucledsido estan unidos de 3'-5'a 5'-3' 0 de 2'-5' a 5'-2". También se contemplan acidos
peptidonucleicos (APN), acidos nucleicos bloqueados (ALN), 2'-O-metil oligonucleétidos (2'-OMe), 2'-metoxietoxi
oligonucleétidos (MOE), entre otros oligonucle6tidos conocidos en la técnica.

El resto de emparejamiento de base de purina o pirimidina es normalmente adenina, citosina, guanina, uracilo, timina
0 inosina. También se incluyen bases tales como piridin-4-ona, piridin-2-ona, fenilo, pseudouracilo, 2,4,6-trimetiloxi
benceno, 3-metil uracilo, dihidrouridina, naftilo, aminofenilo, 5-alquilcitidinas (por ejemplo, 5-metilcitidina), 5-
alquiluridinas (por ejemplo, rubotimidina), 5-halouridina (por ejemplo, 5-bromouridina) o 6-azapirimidinas o 6-
alquilpirimidinas (por ejemplo, 6-metiluridina), propina, quesosina, 2-tiouridina, 4-tiouridina, wibutosina, wibutoxosina,
4-acetiltidina, 5-(carboxihidroximetil)uridina, 5'-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluridina,
B-D-galactosilqueosina, 1-metiladenosina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanosina, 3-metilcitidina, 2-metiladenosina, 2-
metilguanosina, N6-metiladenosina, 7-metilguanosina, 5'-metoxiaminoetil-2-tiouridina, 5-metilaminometiluridina, 5-
metilcarboniletiluridina, 5-metiloxiuridina, 5-metil-2-tiouridina, 2-metiltio-N6-isopentenniladenosina, B-D-
manosilqueosina, acido uridin-5-oxiacético, 2-tiocitidina, derivados de treonina y otros (Burgin et al.,, 1996,
Biochemistry, 35, 14090; Uhiman y Peyman, anteriormente citado). Por "bases modificadas" en este aspecto se
entienden bases de nucleétidos diferentes de adenina (A), guanina (G), citosina (C), timidina (T), y uracilo (U), tal
como se ha ilustrado anteriormente; dichas bases pueden usarse en cualquier posicion en la molécula antisentido.
Los expertos en la materia apreciardn que dependiendo de los usos de los oligémeros, las T y las U son
intercambiables. Por ejemplo, con otras quimicas antisentido, tales como oligonucleoétidos antisentido de 2'-O-metilo
que son mas similares al ARN, las bases de T pueden mostrarse como U.

Como se ha indicado anteriormente, determinados oligonucle6tidos proporcionados en el presente documento
incluyen acidos peptidonucleicos (APN). Los acidos peptidonucleicos (APN) son analogos del ADN en los que la
cadena principal es estructuralmente homomorfa a una cadena principal de desoxirribosa, que consiste en unidades
de N-(2-aminoetil) glicina a las que se unen bases pirimidinicas o puricas. Los APN que contienen bases
pirimidinicas y puricas naturales hibridan con oligonucledtidos complementaros obedeciendo a las reglas de
emparejamiento de bases de Watson-Crick e imitan al ADN en términos de reconocimiento de pares de bases
(Egholm, Buchardt et al. 1993). La cadena principal de los APN esta formada por enlaces peptidicos en lugar de
enlaces fosfodiéster, haciendo que sean adecuados para aplicaciones antisentido véase la estructura a
continuacién). La cadena principal queda inalterada, dando como resultado duplex de APN/ADN o APN/ARN que
muestran una estabilidad térmica mayor de la normal. Los APN no son reconocidos por las nucleasas o proteasas.

Los APN pueden producirse sintéticamente usando cualquier técnica conocida en la materia. El APN es un analogo
de ADN en el que un armazén de poliamida reemplaza al anillo de ribosa fosfato tradicional del ADN. A pesar de un
cambio estructural radical en la estructura natural, EI APN es capaz de unirse de manera especifica de secuencia en
forma de hélice al ADN o ARN. Las caracteristicas del APN incluyen una elevada afinidad de unién a ADN o ARN
complementario, un efecto desestabilizante causado por desemparejamientos de una sola base, resistencia a las
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nucleasas y proteasas, hibridacion con ADN o ARN independiente de la concentracion de sal y formacion de tripletes
con ADN de homopurina. Panagene™ ha desarrollado sus monémeros de APN Bts registrados (Bts; grupo
benzotiazol-2-sulfonilo) y un proceso de oligomerizacion registrado. La oligomerizacion de APN usando monémeros
de APN Bts esta compuesta de ciclos repetitivos de desproteccion, acoplamiento y proteccion. Las patentes de
Panagene para esta tecnologia incluyen los documentos US 6969766, US 7211668, US 7022851, US 7125994, US
7145006 y US 7179896. Las Patentes de los Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de
compuestos de APN incluyen, pero sin limitacion, las Patentes de los Estados Unidos n.° 5.539.082; 5.714.331; y
5.719.262, incorporandose cada una estas al presente documento por referencia. Pueden encontrarse ensefianzas
adicionales acerca de compuestos de APN en Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497.

También se incluyen subunidades de "acido nucleico bloqueado” (ALN). Las estructuras de los ALN se conocen en
la técnica: por ejemplo, Wengel, et al., Chemical Co mMunications (1998) 455; Tetrahedron (1998) 54, 3607 y
Accounts of Chem. Research (1999) 32, 301); Obika, et al., Tetrahedron Letters (1997) 38, 8735; (1998) 39, 5401 y
Bioorganic Medicinal Chemistry (2008)16, 9230.

Los oligonucledtidos pueden incorporar uno o0 mas ALN; en algunos casos, los compuestos pueden estar
compuestos totalmente por ALN. Los métodos para la sintesis de subunidades de nucledsidos de ALN individuales y
su incorporacion en oligonucleétidos son conocidos en la técnica: Patentes de los Estados Unidos 7.572.582;
7.569.575; 7.084.125; 7.060.809; 7.053.207; 7.034.133; 6.794.499; y 6.670.461. Los enlazadores intersubunidad
tipicos incluyen restos fosfodiéster y fosforotioato; como alternativa, pueden emplearse enlazadores que no
contienen fésforo. Una realizacion preferida es un compuesto que contiene ALN en donde cada unidad de ALN esta
separada por una subunidad de ADN (es decir, un nucleétido de desoxirribosa). Los compuestos preferidos
adicionales estan compuestos de subunidades de ALN y ADN alternas en donde el enlazador intersubunidad es
fosforotioato.

Determinados oligonucleétidos pueden comprender subunidades basadas en morfolino que portan restos de
emparejamiento de bases, unidos por enlaces no cargados o sustancialmente no cargados. Los términos "oligdmero
de morfolino" o "PMO" (oligdmero de morfolino de fosforamidato o fosforodiamidato) se refieren a un analogo de
oligonucledtido compuesto de estructuras de subunidad de morfolino, donde (i) las estructuras estan unidas entre si
mediante enlaces que contienen fésforo, de uno a tres atomos de longitud, preferentemente de dos atomos de
longitud y preferentemente no cargados o catidnicos, que unen al nitrégeno de morfolino de una subunidad a un
carbono exociclico 5' de una subunidad adyacente e (ii) cada anillo de morfolino porta una purina o pirimidina o un
resto de emparejamiento de bases equivalente eficaz para unirse, mediante enlace de hidrégeno especifico de base,
a una base en un polinucleétido.

Pueden efectuarse variaciones en este enlace en tanto que no interfieran con la union o la actividad. Por ejemplo, el
oxigeno unido al fésforo puede sustituirse con azufre (tiofosforodiamidato). El oxigeno 5' puede estar sustituido con
amino o amino sustituido con alquilo inferior. El nitrégeno colgante unido al fésforo puede estar sin sustituir,
monosustituido o disustituido con (opcionalmente sustituido) alquilo inferior. El resto de emparejamiento de base de
purina o pirimidina es normalmente adenina, citosina, guanina, uracilo, timina o inosina. La sintesis, las estructuras y
las caracteristicas de union de oligémeros de morfolino se detallan en las Patentes de los Estados Unidos n.°
5.698.685, 5.217.866, 5.142.047, 5.034.506, 5.166.315, 5.521.063 y 5.506.337 y las Solicitudes PCT n.°
PCT/US07/11435 (enlaces catiénicos) y US08/012804 (sintesis mejorada), todas incorporadas al presente
documento por referencia.

Las subunidades de morfolino también pueden unirse mediante enlaces intersubunidad no basados en fésforo, tal
como se describe en mas detalle a continuacion, donde al menos un enlace se modifica con un grupo catiénico
colgante tal como se ha descrito anteriormente. Podrian usarse otros enlaces analogos de oligonucleétidos que se
encuentran no cargados en su estado no modificado pero que también podrian portar un sustituyente de amina
colgante. Por ejemplo, podria emplearse un atomo de nitrégeno 5' en un anillo de morfolino en un enlace sulfamida o
un enlace urea (en donde el fésforo se reemplaza con carbono o azufre, respectivamente) y se modifica de un modo
analogo al &tomo de nitrégeno 5' en la estructura (b3) anterior.

Determinadas realizaciones incluyen oligdmeros de morfolino sustancialmente no cargados, tales como un oligémero
de morfolino unido a fosforodiamidato sustancialmente no cargado. Un armazén que contiene fésforo
sustancialmente no cargado en un analogo de oligonucleétido es uno en el que una mayoria de los enlaces de
subunidades, por ejemplo, entre un 50-100 %, normalmente de al menos un 60 % a un 100 % o un 75 % u 80 % de
sus enlaces, estan no cargados a pH fisiolégico y contienen un solo atomo de fésforo. Los ejemplos de
oligonucleétidos de morfolino que tienen enlaces de armazon que contienen fésforo incluyen oligonucleétidos de
morfolino unidos con fosforoamidato y fosforodiamidato. Determinadas realizaciones pueden contener grupos
cargados positivamente en preferentemente aproximadamente un 10 %-50 % de sus enlaces del armazon.

Las propiedades de las subunidades a base de morfolino incluyen, por ejemplo, la capacidad para unirse en una
forma oligomérica mediante enlaces de armazon estables, no cargados o cargados positivamente, la capacidad de
soportar una base de nucleétido (por ejemplo, adenina, citosina, guanina, timidna, uracilo e hipoxantina) de tal forma
que el polimero formado pueda hibridar con un &cido nucleico diana con complementariedad de bases, incluyendo
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ARN diana, valores de Tm por encima de aproximadamente 45 T en oligonucleétidos relativamente cortos (por
ejemplo, 10-15 bases), la capacidad del oligonucleétido de ser transportado activa o pasivamente en células de
mamifero y la capacidad del heterodiplex de oligonucleétidos antisentido:ARN para resistir la degradacion por
RNasa y RNasaH, respectivamente.

En determinadas realizaciones, puede maodificarse un oligonucleétido sustancialmente no cargado para que incluya
enlaces cargados, por ejemplo, hasta aproximadamente 1 por cada 2-5 enlaces no cargados, tal como
aproximadamente 4-5 por cada 10 enlaces no cargados. En determinadas realizaciones, puede observarse una
mejora Optima en la actividad antisentido cuando es catiénico aproximadamente un 25 % de los enlaces del
armazén. En determinadas realizaciones, puede observarse potenciacidon con un nimero pequefio, por ejemplo, un
10-20 % de enlaces catidnicos o donde el nimero de enlaces catidnicos esta en el intervalo del 50-80 %, tal como
aproximadamente el 60 %. En determinadas realizaciones, las cargas del armazén catiénico pueden potenciarse
adicionalmente distribuyendo el volumen de las cargas proximas de los enlaces de armazon de la "region central” del
oligonucleétido antisentido, por ejemplo, en un oligonucle6tido 20-meto con 8 enlaces de armazén cationicos, que
tienen al menos un 70 % de estos enlaces cargados en los 10 enlaces mas préximos al centro.

Los oligonucleétidos que se dirigen a una o mas porciones de una secuencia de polinucleétido de AARS de
referencia 0 su complemento pueden usarse en cualquiera de los métodos terapéuticos, diagnosticos o de
exploracién de farmacos descritos en el presente documento y evidentes para las personas expertas en la materia.

B. Agentes de interferencia de ARN

Determinadas realizaciones se refieren a agentes de interferencia de ARN (iARN) que se dirigen a uno o mas
transcritos de ARNm de un polinucleétido de referencia de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS), incluyendo fragmentos
y variantes de corte y empalme de los mismos. También se incluyen métodos de uso de los mismos para modular
los niveles de un transcrito de AARS seleccionado, tal como una variante de corte y empalme de AARS o un
fragmento proteolitico enddgeno.

El término "bicatenario" significa dos hebras de acido nucleico separadas que comprenden una region en la que al
menos una parte de las hebras es suficientemente complementaria para formar enlaces de hidrégeno y forman una
estructura de diplex. El término "duplex" o la expresiéon "estructura de duaplex" se refieren a la region de una
molécula bicatenaria en donde las dos hebras separadas son sustancialmente complementarias y por lo tanto
hibridan entre si. "ARNbc" se refiere a una molécula de &cido ribonucleico que tiene una estructura de duplex que
comprende dos hebras de &acido nucleico complementarias y antiparalelas (es decir, las hebras sentido y
antisentido). No todos los nucleétidos de un ARNbc deben mostrar pares de bases de Watson-Crick; las dos hebras
de ARN pueden ser sustancialmente complementarias. Las hebras de ARN pueden tener el mismo nimero u otro
diferente de nucledtidos.

En determinadas realizaciones, un ARNbc es o incluye una region que es al menos parcialmente complementaria al
ARN diana. En determinadas realizaciones, el ARNbc es completamente complementario al ARN diana. No es
necesario que haya una complementariedad perfecta entre el ARNbc y la diana, pero la correspondencia debe ser
suficiente para permitir el ARNbc o un producto de escisién del mismo, para dirigir el silenciamiento especifico de
secuencia, tal como mediante escision de iARN del ARN diana. La complementariedad o el grado de homologia con
la hebra diana, es normalmente mas critica en la hebra antisentido. Aunque normalmente se desea una
complementariedad perfecta en la hebra antisentido, algunas realizaciones pueden incluir uno o mas pero
preferentemente 6, 5, 4, 3, 2 0 menos desemparejamientos respecto del ARN diana. Los desemparejamientos se
toleran mejor en las regiones terminales y en caso de estar presentes, se encuentran en una region o regiones
terminales, por ejemplo, a 6, 5, 4 0 3 nucle6tido del extremo 5' y/o 3. La hebra complementaria solo necesita ser
sustancialmente complementaria a la hebra antisentido para mantener el caracter bicatenario general de la molécula.

Tal como se usa en el presente documento, "ARNbc modificado” se refiere a una molécula de ARNbc que
comprende al menos una alteracion que la hace mas resistente a las nucleasas (por ejemplo, proteina cinasa) que
una molécula de ARNbc idéntica que antagoniza al mismo ARN diana. Los ARNbc bicatenarios pueden incluir un
saliente de nucle6tidos monocatenarios y/o al menos un nucle6tido sustituido.

Tal como se usa en el presente documento, un "saliente de nucleétidos" se refiere al nucleétido o a los nucle6tidos
no emparejados que sobresalen de la estructura de duplex cuando un extremo 3' de una hebra de ARN se prolonga
mas alla del extremo 5' de la otra hebra complementaria o viceversa. "Romao" o "extremo romo" significa que no hay
nucleétidos no emparejados en ese extremo del ARNbc, es decir, ninglin saliente de nucleétidos. Un ARNbc de
"extremos romos" es un ARNbc que es bicatenario a lo largo de toda su secuencia, es decir, ningun saliente de
nucleétidos en cualquiera de los dos extremos de la molécula.

La expresion "par de bases terminales”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al Ultimo par de bases
de nucleétidos en un extremo de la regién duplex de una molécula bicatenaria. Por ejemplo, en caso de que un
ARNbc u otra molécula tenga extremos romos (es decir, no tiene salientes de nucledétidos), el Ultimo par de bases de
nucleétidos en ambos extremos de la molécula son pares de bases terminales. En los casos donde un ARNbc u otra
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molécula tenga un saliente de nucleétidos en uno o ambos extremos de la estructura de duplex, el dltimo par de
bases inmediatamente adyacente a los salientes de nucleétidos es el par de bases terminal en esos extremos de la
molécula.

En determinadas realizaciones, los métodos proporcionados en el presente documento pueden utilizar moléculas de
acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) como agentes moduladores, para reducir la expresion de un transcrito de
AARS, tal como un fragmento o variante de corte y empalme seleccionado. Los ARNbc comprenden generalmente
dos hebras individuales. Una hebra del ARNbc comprende una secuencia de nucleétidos que es sustancialmente
idéntica a una parte del gen diana o de la regién diana (la hebra con "sentido"), y la otra hebra (la hebra
"complementaria” o "antisentido") comprende una secuencia que es sustancialmente complementaria a una parte de
la region diana. Las hebras son lo suficientemente complementarias como para hibridar formando una estructura de
duplex. En determinadas realizaciones, la hebra de ARN complementario puede tener menos de 30 nucleodtidos,
menos de 25 nucledtidos de longitud o incluso de 19 a 24 nucleétidos de longitud. En determinados aspectos, la
secuencia de nuclettidos complementaria puede tener 20-23 nucleétidos de longitud o 22 nucleétidos de longitud.

En determinadas realizaciones, al menos una de las hebras de ARN comprende un saliente de nucleétidos de 1 a 4
nucleétidos de longitud. En otras realizaciones, el ARNbc puede comprender adicionalmente al menos un nucleétido
modificado quimicamente. En determinados aspectos, un ARNbc que comprende un saliente monocatenario de 1 a
4 nucledtidos puede comprender una molécula en donde el nucleétido no emparejado del saliente monocatenario
gue se encuentra directamente adyacente al par de nucle6tido terminal contiene una base purica. En otros aspectos,
los Ultimos pares de nucleétidos complementarios en ambos extremos de un ARNbc son un par G-C o, al menos dos
de los cuatro pares de nucledtidos terminales son pares G-C.

Determinadas realizaciones de la presente invencién pueden comprender microARN. Los microARN representan un
gran grupo de ANR pequefios producidos de manera natural en los organismos, algunos de los cuales regulan la
expresion de genes diana. Los microARN se forman a partir de un transcrito precursor en horquilla monocatenario de
aproximadamente 70 nucleétidos mediante Dicer. (V. Ambros et al. Current Biology 13:807, 2003). Algunos
microARN pueden transcribirse en forma de precursores de ARN en horquilla, que después se procesan en sus
formas maduras mediante la enzima Dicer.

Determinadas realizaciones también pueden emplear ARN pequefios de interferencia (ARNpi). En determinadas
realizaciones, la primera hebra del oligonucleétido bicatenario contiene dos restos de nucledsido mas que la
segunda hebra. En otras realizaciones, la primera hebra y la segunda hebra tienen el mismo namero de nucleésidos;
sin embargo, las hebras primera y segunda pueden estar desfasadas, de tal forma que dos nucledsidos terminales
en las hebras primera y segunda no estan emparejados con un resto en la hebra complementaria. En determinados
casos, los dos nucledsidos que no estan emparejados son restos de timidina.

También se incluyen ARN en horquilla corta (ARNhc) y microARN (miARN). Una estructura bicatenaria de un ARNhc
se forma por una sola hebra de ARN autocomplementaria y la formacién del duplex de ARN puede iniciarse tanto
dentro como fuera de la célula. Los microARN son ARN cortos no codificantes de 20-22 nucleétidos, normalmente
cortados de estructuras precursoras de ARN replegado de ~70 nucle6tidos, conocidos como premiARN.

En los casos donde el agente modulador comprende ARNpi, el agente debe incluir una region con homologia
suficiente con la region diana y tener una longitud suficiente en cuanto a los nucleétidos, de tal forma que el agente
de ARNpi o un fragmento del mismo, puede mediar la regulacién negativa del ARN diana. Se entendera que el
término "ribonucledtido” o "nucleétido” puede, en el caso de un ARN modificado o un nucleétido subrogado, referirse
también a un nucleétido modificado o un resto de reemplazo subrogado en una o mas posiciones. Por lo tanto, un
agente de ARNbc es o incluye una region que es al menos parcialmente complementaria al ARN diana, tal como se
describen en el presente documento.

Ademas, puede modificarse un agente modulador de ARNpi o este incluir nucledtidos subrogados. Las regiones
monocatenarias de un agente de ARNpi pueden modificarse o incluir nucleésidos subrogados, por ejemplo, la region
0 las regiones no emparejadas de la estructura de horquilla, por ejemplo, una regién que una dos regiones
complementarias, puede tener modificaciones o nucledsidos subrogados. También son (tiles las modificaciones para
estabilizar uno 0 mas extremos 3' 0 5' de un agente de ARNpi, por ejemplo, contra exonucleasas o para favorecer la
entrada del agente de ARNpi antisentido en RISC. Las modificaciones pueden incluir enlazadores amino C3 (o C6,
C7, C12), enlazadores tiol, enlazadores carboxilo, espaciadores no nucleotidicos (C3, C6, C9, C12, abasicos,
trietilenglicol, hexaetilenglicol), especialmente reactivos de biotina o fluoresceina que se presentan como
fosforamiditas y que tienen otro grupo hidroxilo protegido con DMT, que permiten multiples acoplamientos durante la
sintesis de ARN.

Los agentes de ARNpi pueden incluir, por ejemplo, moléculas que son lo suficientemente largas para desencadenar
la respuesta de interferon (que pueden escindirse por Dicer (Bernstein et al. 2001. Nature, 409:363-366) y entrar en
un RISC (complejo de silenciamiento inducido por iARN)), ademas de moléculas que son lo suficientemente cortas
como para no desencadenar la respuesta de interferon (pudiéndose escindir dichas moléculas por Dicer y/o entrar
en un RISC), por ejemplo, moléculas que tienen un tamafio que les permite entrar en un RISC, por ejemplo,
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moléculas que se asemejan a productos escindibles por Dicer. Un agente modulador de ARNpi 0 un producto
escindible del mismo, puede regular negativamente un gen diana, por ejemplo, induciendo iARN respecto de un ARN
diana, preferentemente una diana de AARS, tal como una variante de corte y empalme seleccionada.

Cada hebra de un agente de ARNpi puede ser igual o menor de 35, 30, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16 0 15
nucleétidos de longitud. La hebra tiene preferentemente al menos 19 nucleétidos de longitud. Por ejemplo, cada
hebra puede tener entre 21 y 25 nucledtidos de longitud. Los agentes de ARNpi preferidos tienen una regién de
diplex de 17, 18, 19, 29, 21, 22, 23, 24 o 25 pares de nucleétidos y uno 0 mas salientes, preferentemente uno o dos
salientes 3', de 2-3 nucleétidos.

Ademas de la homologia con el ARN diana y la capacidad para regular negativamente un gen diana, un agente de
ARNBpi puede tener una o mas de las siguientes propiedades: puede, a pesar de las modificaciones, incluso en un
gran nimero o en todos los nucledsidos, tener una hebra antisentido que puede presentar bases (o bases
modificadas) en el armazén tridimensional adecuado para ser capaz de formar un emparejamiento de bases correcto
y formar una estructura de daplex con un ARN diana homdlogo que es suficiente para permitir la regulacion negativa
de la diana, por ejemplo, mediante escisién del ARN diana; puede, a pesar de las maodificaciones, incluso en un gran
namero o en todos los nucledsidos, seguir teniendo propiedades "similares al ARN", es decir, puede poseer las
propiedades estructurales, quimicas y fisicas generales de una molécula de ARN, a pesar del contenido basado en
ribonucleétidos de manera no exclusiva o incluso parcial. Por ejemplo, un agente de ARNpi puede contener, por
ejemplo, una hebra con sentido y/o antisentido en la que todos los azucares del nucleétido contienen, por ejemplo, 2'
fluoro en lugar de 2' hidroxilo. Aln puede esperarse que este agente que contiene desoxirribonucleétidos muestre
propiedades similares al ARN. Sin desear quedar ligados a ninguna teoria, el fltor, electronegativo, prefiere una
orientacion axial cuando se une a la posicion C2' de la ribosa. Esta preferencia espacial del flior puede, a su vez,
forzar a que los azucares adopten una conformacion Cs'-endo. Este es el mismo modo de estructura observado en
las moléculas de ARN y da lugar a la hélice de tipo familia A caracteristica del ARN. Ademas, ya que el flior es un
buen aceptor de enlace de hidrégeno, puede participar en las mismas interacciones de enlace de hidrégeno con
moléculas de agua que se sabe que estabilizan las estructuras del ARN. En general, se prefiere que un resto
modificado en la posicién 2' del azlcar sea capaz de entrar en enlaces de H, lo que es mas caracteristico del resto
OH de un ribonucleétido que del resto H de un desoxirribonucledtido.

Un "agente de iARN monocatenario”, tal como se usa en el presente documento, es un agente de iARN que esta
formado por una sola molécula. Pueden incluir una region de diplex, formada por emparejamiento intracadena, por
ejemplo, puede ser o incluir, una horquilla o estructura de mango de sartén. Los agentes moduladores de iARN
monocatenarios son preferentemente antisentido respecto de la molécula diana. Un agente de iARN monocatenario
debe ser lo suficientemente largo como para que pueda entrar en el RISC y participar en la escision mediada por
RISC de un ARNm diana. Un agente de iARN monocatenario tiene al menos 14 y mas preferentemente al menos 15,
20, 25, 29, 35, 40 o 50 nucledtidos de longitud. Preferentemente tiene menos de 200, 100 o 60 nucledtidos de
longitud.

Los agentes moduladores de iARN en horquilla pueden tener una regién de duplex igual a o de al menos 17, 18, 19,
29, 21, 22, 23, 24 o 25 pares de nucledtidos. La region de duplex puede ser preferentemente igual a 0 menor de
200, 100 o 50, de longitud. Algunos intervalos para la region duplex son de 15-30, 17 a 23, 19 a 23 y de 19 a 21
pares de nucleétidos de longitud. La horquilla puede tener un saliente monocatenario o region desemparejada
terminal, preferentemente la 3', y preferentemente del lado antisentido de la horquilla. En determinadas
realizaciones, los salientes tienen 2-3 nucleétidos de longitud.

Algunos agentes moduladores utilizados de acuerdo con los métodos proporcionados en el presente documento
pueden comprender oligonucledtidos de iARN, tales como oligonucleétidos quiméricos o "quimeras”, que contienen
dos o mas regiones quimicamente distintas, cada una formada por al menos una unidad de monémero, es decir, un
nucleétido en el caso de un compuesto oligonucleotidico. Estos oligonucleétidos contienen normalmente al menos
una regidn en donde el oligonucleétido se modifica para conferir en el oligonucleétido resistencia aumentada a la
degradacién por nucleasas, captacién celular aumentada y/o afinidad de union aumentada por el acido nucleico
diana. Por consiguiente, normalmente pueden obtenerse resultados comparables con oligonucle6tidos mas cortos
cuando se usan oligonucleétidos quiméricos, en comparacién con los oligodesoxinucledtidos de fosforotioato. Los
oligonucledtidos quiméricos pueden estar formados como estructuras compuestas de dos o mas oligonucledtidos,
oligonucledtidos modificados, oligonucledtidos y/o miméticos de oligonucledtidos, tal como se ha descrito
anteriormente. Dichos oligonucleétidos también se han citado en la técnica como hibridos 0 gapmeros. Las Patentes
de los Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de dichas estructuras hibridas incluyen, pero sin
limitacion, las Patentes de los Estados Unidos n.° 5.013.830; 5.149.797; 5.220.007; 5.256.775; 5.366.878; 5.403.711,
5.491.133; 5.565.350; 5.623.065; 5.652.355; 5.652.356; 5.700.922; y 5.955.589, incorporandose cada una estas al
presente documento por referencia. En determinadas realizaciones, el oligonucleétido quimérico es de ARN-ADN,
ADN-ARN, ARN-ADN-ARN, ADN-ARN-ADN o ARN-ADN-ARN-ADN, en donde el oligonucleétido tiene entre 5 y 60
nucleétidos de longitud.

En un aspecto de la invencion, los agentes de iIARN se refieren a un oligonucleétido que comprende al menos un
ligando anclado a una nucleobase alterada o no natural. Un gran nimero de compuestos puede funcionar como
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base alterada. La estructura de la base alterada es importante en tanto que la base alterada no debe impedir
sustancialmente la union del oligonucleétido a su diana, por ejemplo, ARNm. En determinadas realizaciones, la base
alterada es difluorotolilo, nitropirrolilo, nitroimidazolilo, nitroindolilo, naftalenilo, antracenilo, piridinilo, quinolinilo,
pirenilo o el radical divalente de una cualquiera de las nucleobases no naturales descritas en el presente documento.
En determinadas realizaciones, la nucleobase no natural es difluorotolilo, nitropirrolilo o nitroimidazolilo. En
determinadas realizaciones, la nucleobase no natural es difluorotolilo. Se conocen en la técnica una gran variedad
de ligandos y son adecuados para la presente invencion. Por ejemplo, el ligando puede ser un esteroide, acido biliar,
lipido, acido félico, piridoxal, B12, riboflavina, biotina, compuesto aromatico, compuesto policiclico, éter corona,
intercalador, molécula escindible, agente de unién a proteinas o carbohidrato. En determinadas realizaciones, el
ligando es un esteroide 0 un compuesto aromatico. En determinados casos, el ligando es colesterilo.

En otras realizaciones, el agente de iARN es un oligonucleétido anclado a un ligando con el fin de mejorar el
direccionamiento y la captacion celular. Por ejemplo, puede anclarse un agente de iARN a un anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno del mismo. A modo de ejemplo adicional, puede anclarse un agente de iARN a una molécula de
unién especifica de ligando, tal como un polipéptido o fragmento de polipéptido que se une especificamente a un
receptor especifico de la superficie celular.

En otras realizaciones, el agente modulador comprende una nucleobase no natural, tal como se describen en el
presente documento. En determinados casos, se reemplaza el resto de azlcar de ribosa de origen natural por un
azlcar de hexosa. En determinados aspectos, el azlicar de hexosa es una alosa, altrosa, glucosa, manosa, gulosa,
idosa, galactosa, talosa o un derivado de las mismas. En una realizacion preferida, la hexosa es una D-hexosa. En
determinados casos, se reemplaza el resto de azlcar de ribosa de origen natural en los nucledsidos por un anillo de
heteroalquilo policiclico o un grupo ciclohexenilo. En determinados casos, el grupo heteroalquilo policiclico es un
anillo biciclico que contiene un atomo de oxigeno en el anillo. En determinados casos, el grupo heteroalquilo
policiclico es un biciclo[2.2.1]heptano, un biciclo[3.2.1]octano o un biciclo[3.3.1]nonano. Los ejemplos de agentes de
iIARN modificados también incluyen oligonucleétidos que contienen armazones modificados o enlaces
internucledsido no naturales, tal como se describen en el presente documento.

La presente invencion abarca ademas oligonucleétidos que emplean ribozimas. Las moléculas de ARN sintético y
los derivados de las mismas que catalizan actividades de endorribonucleasa altamente especificas se conocen como
ribozimas. (Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos n.° 5.543.508 de Haseloff et al., y la Patente de los
Estados Unidos n.° 5.545.729 de Goodchild et al.). Las reacciones de escision estan catalizadas por las moléculas
de ARN en si. En las moléculas de ARN de origen natural, los sitios de escisién auocatalizada se ubican dentro de
regiones altamente conservadas de estructura secundaria de ARN (Buzayan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,,
1986, 83, 8859; Forster et al., Cell, 1987, 50, 9). Las moléculas de ARN autocataliticas de origen natural se han
modificado para generar ribozimas que pueden dirigirse a una molécula de ARN células o patégena con un alto
grado de especificidad. Por lo tanto, las ribozimas cumplen el mismo fin general que los oligonucleétidos antisentido
(es decir, la modulacion de la expresién de un gen especifico) y, al igual que los oligonucleétidos, son acidos
nucleicos que poseen porciones significativas monocatenarias.

En determinados casos, los agentes de iARN o los oligonucle6tidos antisentido para su uso con los métodos
proporcionados en el presente documento pueden formarse por un grupo no ligando. Se ha conjugado una serie de
moléculas no ligando a oligonucleétidos para potenciar la actividad, la distribucion celular, el direccionamiento celular
o la captacion celular del oligonucleétido y se encuentran disponibles en la bibliografia cientifica procedimientos para
llevar a cabo dichas conjugaciones. Dichos restos no ligandos tienen incluidos restos lipidicos, tales como colesterol
(Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86:6553), péptidos ricos en arginina, acido célico (Manoharan et
al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4:1053), un tioéter, por ejemplo, hexil-5-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N.Y.
Acad. Sci., 1992, 660:306; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3:2765), un tiocolesterol (Oberhauser et
al., Nucl. Acids Res., 1992, 20:533), una cadena alifatica, por ejemplo, restos de dodecandiol o undecilo (Saison-
Behmoaras et al., EMBO J., 1991, 10:111; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259:327; Svinarchuk et al., Biochimie,
1993, 75:49), un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de
trietlamino (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777), una
poliamina o una cadena de polietilenglicol (Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14:969), o acido
adamantanoacético (Manoharan et al., Tetrahedron Lett.,, 1995, 36:3651), un resto de palmitilo (Mishra et al.,
Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229), o un resto de octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et
al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923). Las Patentes de los Estados Unidos representativas que ensefian la
preparacion de dichos conjugados de oligonucleétidos se han listado anteriormente. Los protocolos de conjugacién
tipicos implican la sintesis de oligonucleétidos que portan un enlazador de amino en una 0 mas posiciones de la
secuencia. Después, se hace reaccionar el grupo amino con la molécula que se esta conjugando usando reactivos
de acoplamiento o de activacion adecuados. La reaccién de conjugacion puede llevarse a cabo con el
oligonucledtido adn unido al soporte sélido o después de la escisién del nucledtido en la fase en solucion. La
purificacién del conjugado de oligonucledtido mediante HPLC proporciona normalmente el conjugado puro.

Pueden encontrarse ejemplos adicionales de agentes de iARN en las Publicaciones de Solicitudes de los Estados

Unidos n.° 2007/0275465, 2007/0054279, 2006/0287260, 2006/0035254, 2006/0008822, que se incorporan por
referencia. También se incluyen sistemas de suministro de vector que son capaces de expresar las secuencias de
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direccionamiento a AARS descritas en el presente documento. Se incluyen vectores que expresan ARNpi u otras
moléculas de interferencia de ARN formadoras de duplex.

Un sistema de vector o de construccion de acido nucleico puede comprender un solo vector o plasmido, dos o mas
vectores o plasmidos, que conjuntamente contienen el ADN total que se va a introducir en el genoma de la célula
hospedadora o un transposon. La seleccién del vector dependera normalmente de la compatibilidad del vector con la
célula hospedadora en la que se va a introducir el vector. En el presente caso, el vector o la construccion de acido
nucleico es preferentemente una que sea operablemente funcional en una célula de mamifero, tal como una célula
muscular. El vector también puede incluir un marcador de seleccidn, tal como un gen de resistencia a antibiéticos o
farmacos o un gen indicador (es decir, proteina fluorescente verde, luciferasa), que puede usarse para la seleccion o
identificacion de transformantes o transfectantes adecuados. Los sistemas de suministro a modo de ejemplo pueden
incluir sistemas de vector virico (es decir, transduccion mediada por virus) que incluyen, pero sin limitacion, vectores
retroviricos (por ejemplo, lentiviricos), vectores adenoviricos, vectores viricos adenoasociados y vectores herpes
viricos, entre otros conocidos en la técnica.

XI. DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

Determinadas realizaciones se refieren al uso de polipéptidos de AARS, anticuerpos o polinucleétidos para el
descubrimiento de farmacos, normalmente para identificar agentes que modulan una o mas de las actividades no
canonicas del polipéptido AARS de referencia, por ejemplo, el fragmento de proteina AARS.

Por ejemplo, determinadas realizaciones incluyen métodos para identificar uno o méas "compafieros de unién celular”
de un polipéptido de referencia de AARS, tal como una proteina celular, lipido, acido nucleico u otra molécula del
hospedador que interactle directa o fisicamente con el polipéptido de AARS. Los ejemplos particulares incluyen, por
ejemplo, receptores de la superficie celular, tales como GPCR, dominios de interaccion proteina-proteina y dominios
extracelulares o intracelulares de los mismos.

También se incluyen métodos para identificar moléculas del hospedador que participan en una o mas actividades no
canonicas del polipéptido de AARS, incluyendo moléculas que interactian directa o indirectamente con el
compafiero de unién celular y bien regulan su papel en una actividad no candénica o estan reguladas por el
compafiero de unién. Dichas moléculas del hospedador incluyen componentes tanto aguas arriba como aguas abajo
de la via no canénica, relacionados normalmente por aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 0 mas etapas identificables en la
via, en relacion a la interaccidon de compariero de union celular/proteina AARS.

Determinados aspectos incluyen métodos para identificar un compuesto (por ejemplo, polipéptido) u otro agente que
agoniza o antagoniza la actividad no canonica de un polipéptido de referencia de AARS o una variante activa del
mismo, tal como mediante la interaccién con el polipéptido de AARS y/o uno o mas de sus comparieros de unién
celular. También se incluyen métodos para identificar agentes que modulan la expresion (por ejemplo, corte y
empalme) de las variantes de corte y empalme de AARS o modulan la actividad de proteasas que de otro modo
regulan la produccién de fragmentos de proteina AARS endégenos (resectinas) a nivel de proteina.

Determinadas realizaciones incluyen, por lo tanto, métodos para identificar un compafiero de unién de un polipéptido
de referencia de AARS, que comprenden a) combinar el polipéptido de AARS con una muestra en condiciones
adecuadas y b) detectar la union especifica del polipéptido de AARS a un compafiero de unién, identificando de este
modo un comparfiero de unién que se une especificamente al polipéptido de referencia de AARS. También se
incluyen métodos para la exploracion de un compuesto que se une especificamente a un polipéptido de referencia
de AARS o un compafiero de unién del polipéptido de AARS, que comprenden a) combinar el polipéptido o el
compafiero de unién con al menos un compuesto de ensayo en condiciones adecuadas y b) detectar la unién del
polipéptido o del compafiero de unién al compuesto de ensayo, identificando de este modo un compuesto que se
une especificamente al polipéptido o su comparfiero de uniéon. En determinadas realizaciones, el compuesto es un
polipéptido o péptido. En determinadas realizaciones, el compuesto es una molécula pequefia u otro compuesto
quimico (por ejemplo, no biolégico). En determinadas realizaciones, el compuesto es un peptidomimético.

Puede emplearse cualquier método adecuado para detectar interacciones proteina-proteina para identificar
proteinas celulares que interactdan con un polipéptido de referencia de AARS, que interactda con uno o mas de sus
compafieros de unién celulares o ambos. Los ejemplos de métodos tradicionales que pueden emplearse incluyen co-
inmunoprecipitacién, reticulacion y co-purificacion a través de gradientes o columnas cromatograficas de lisados
celulares o proteinas obtenidas de lisados celulares, principalmente para identificar proteinas en lisado que
interactdan con el polipéptido de AARS.

En estas realizaciones y otras relacionadas, puede dilucidarse al menos una porcién de la secuencia de aminoacidos
de una proteina que interactia con un polipéptido de AARS o su compafiero de union usando técnicas bien
conocidas por los expertos en la materia, tal como mediante la técnica de degradacién de Edman. Véase, por
ejemplo, Creighton Proteins: Structures and Molecular Principles, W. H. Freeman & Co., N.Y., pags. 34 49, 1983. La
secuencia de aminoacidos obtenida puede usarse como guia para la generacién de mezclas de oligonucle6tidos que
pueden usarse para explorar secuencias génicas que codifican dichas proteinas. La exploracion puede llevarse a
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cabo, por ejemplo, mediante técnicas de hibridacion o PCR convencionales, tal como se describe en el presente
documento y se conoce en la técnica. Las técnicas para la generacion de mezclas de oligonucleétidos y su
exploracién se conocen bien en la técnica. Véase, por ejemplo, Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology
Green Publishing Associates y Wiley Interscience, N.Y., 1989; e Innis et al., eds. PCR Protocols: A Guide to Methods
and Applications Academic Press, Inc., Nueva York, 1990.

Ademas, pueden emplearse métodos en la identificacion simultanea de genes que codifican el compafiero de union
u otro polipéptido. Estos métodos incluyen, por ejemplo, sondado de bibliotecas de expresion, de un modo similar a
la técnica bien conocida de sondado con anticuerpo de bibliotecas de lambda-gtl1l, usando proteina AARS marcada
u otro polipéptido, péptido o proteina de fusion, por ejemplo, una variante de polipéptido AARS o un dominio de
AARS fusionado a un marcador (por ejemplo, una enzima, fldor, proteina luminiscente o colorante), o un dominio Fc
de Ig.

Un método que detecta interacciones de proteina in vivo, el sistema de dos hibridos, se describe en detalle con fines
ilustrativos y no de manera limitante. Se ha descrito un ejemplo de este sistema (Chien et al., PNAS USA 88:9578
9582, 1991) y se encuentra disponible comercialmente de Clontech (Palo Alto, Calif.).

En resumen, utilizando dicho sistema, pueden construirse plasmidos que codifican dos proteinas hibridas: un
plasmido consiste en nucleétidos que codifican el dominio de unién a ADN de una proteina activadora de la
transcripcion fusionado a una secuencia de nucledétido de referencia de AARS (0, en determinadas realizaciones, su
compafiero de unién), o una variante del mismo y el otro plasmido consiste en nucleétidos que codifican el dominio
de activacion de la proteina activadora de la transcripcién fusionado a un ADNc (o coleccién de ADNc) que codifican
una proteina desconocida que se ha recombinado en el plasmido como parte de una biblioteca de ADNc. El
plasmido de fusién de dominio de unién a ADN Yy la biblioteca de ADNc activadora pueden transformarse en una
cepa de la levadura Saccharomyces cerevisiae que contiene un gen indicador (por ejemplo, HBS o lacZ) cuya regién
reguladora contiene el sito de unién al activador de transcripcion. Cualquiera de las dos proteinas hibridas sola no
podria actuar la transcripcion del gen indicador: el hibrido de dominio de unién a ADN no puede debido a que no
proporciona funcion de activacion y el hibrido de dominio de activacion no puede debido a que no puede localizarse
en los sitios de unién del activador. La interaccién de las dos proteinas hibridas reconstituye la proteina activadora
funcional y da como resultado la expresion del gen indicador, que se detecta mediante un ensayo para el producto
génico indicador.

Puede emplearse el sistema de dos hibridos u otra metodologia similar para explorar bibliotecas de dominio de
activacion respecto de proteinas que interactian con el producto génico "sefiuelo”. A modo de ejemplo y no de
limitacion, puede usarse un polipéptido de referencia de AARS o una variante como producto génico sefiuelo.
También puede usarse un compafiero de union de AARS como producto génico "sefiuelo”. Las secuencias
gendmicas totales o de ADNc se fusionan al ADN que codifica un dominio de activacién. Se cotransforman esta
biblioteca y un plasmido que codifica un hibrido de un producto génico de AARS sefiuelo al dominio de union a ADN
en una cepa indicadora de levadura y se exploran los transformantes resultantes respecto de aquellos que expresan
el gen indicador.

Puede producirse una biblioteca de ADNc de la linea celular de la que se van a detectar proteinas que interactian
con productos génicos de AARS sefiuelo usando métodos practicados de manera rutinaria en la técnica. Por
ejemplo, pueden insertarse los fragmentos de ADNc en un vector de tal forma que se fusionan traduccionalmente al
dominio de activacion transcripcional de GAL4. Esta biblioteca puede cotransformarse junto con el plasmido de
fusién de gen sefiuelo-GAL4 en una cepa de levadura, que contiene un gen lacZ dirigido por un promotor que
contiene la secuencia de activacion de GAL4. Una proteina codificada por el ADNc, fusionada al dominio de
activacion transcripcional de GAL4, que interactia con el producto génico sefiuelo reconstituird una proteina GAL4
activa y de este modo dirigira la expresion del gen HIS3. Las colonias, que expresan HIS3, pueden detectarse por su
crecimiento sobre placas de Petri que contienen medio de agar semisélido que carece de histidina. Después, puede
purificarse el ADNc a partir de estas cepas y usarse para producir y aislar la proteina que interactia con el gen de
AARS sefiuelo usando técnicas practicadas de manera rutinaria en la técnica.

También se incluyen sistema de tres hibridos, que permiten la deteccion de interacciones de ARN-proteina en
levadura. Véase, por ejemplo, Hook et al., RNA. 11:227-233, 2005. Por consiguiente, pueden usarse estos métodos
y otros relacionados para identificar un compafiero de union celular de un polipéptido de AARS y para identificar
otras proteinas o acidos nucleicos que interactian con el polipéptido de AARS, el comparfero de unién celular o
ambos.

Determinadas realizaciones se refieren al uso de estrategias de exploracién de interactoma. Los ejemplos
particulares incluyen exploracion basada en dominios de proteinas (véase, por ejemplo, Boxem et al., Cell. 134:534-
545,2008; y Yu et al., Science. 322:10-110, 2008).

Como se ha indicado anteriormente, una vez aislados, los compafieros de unién pueden identificarse y pueden, a su

vez, usarse conjuntamente con técnicas estandar para identificar proteinas u otros compuestos con los que
interactian. Determinadas realizaciones se refieren por lo tanto a métodos de exploracién para un compuesto que se
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une especificamente al compafiero de unién de un polipéptido de referencia de AARS, que comprenden a) combinar
el compafiero de unién con al menos un compuesto de ensayo en condiciones adecuadas y b) detectar la unién del
compafiero de unién al compuesto de ensayo, identificando de este modo un compuesto que se une
especificamente al compariero de union. En determinadas realizaciones, el compuesto de ensayo es un polipéptido.
En determinadas realizaciones, el compuesto de ensayo es un compuesto quimico, tal como un compuesto de
molécula pequefia o un peptidomimético.

Determinadas realizaciones incluyen métodos para explorar respecto de un compuesto que modula la actividad de
un polipéptido de referencia de AARS, que comprenden a) combinar el polipéptido con al menos un compuesto de
ensayo en condiciones que permiten la actividad del polipéptido, b) evaluar la actividad del polipéptido en presencia
del compuesto de ensayo y c) comparar la actividad del polipéptido en presencia del compuesto de ensayo con la
actividad del polipéptido en ausencia del compuesto de ensayo, en donde un cambio en la actividad del polipéptido
en presencia del compuesto de ensayo es indicativo de un compuesto que modula la actividad del polipéptido.
Determinadas realizaciones incluyen métodos para explorar respecto de un compuesto que modula la actividad de
un compafiero de union de un polipéptido de referencia de AARS, que comprenden a) combinar el polipéptido con al
menos un compuesto de ensayo en condiciones que permiten la actividad del compafiero de unién, b) evaluar la
actividad del comparfiero de unién en presencia del compuesto de ensayo y c) comparar la actividad del compafiero
de union en presencia del compuesto de ensayo con la actividad del compafiero de unién en ausencia del
compuesto de ensayo, en donde un cambio en la actividad del compafiero de unién en presencia del compuesto de
ensayo es indicativo de un compuesto que modula la actividad del compafiero de unién. normalmente, estas
realizaciones y otras relacionadas incluyen evaluar una actividad no candnica seleccionada que se asocia con el
polipéptido de AARS o su compariero de unién. Se incluyen condiciones in vitro e in vivo, tales como condiciones de
cultivo celular.

Determinadas realizaciones incluyen métodos para explorar un compuesto respecto de su eficacia como agonista
completo o parcial de un polipéptido de referencia de AARS o un fragmento activo o una variante del mismo, que
comprenden a) exponer una muestra que comprende el polipéptido a un compuesto y b) detectar la actividad
agonista en la muestra, normalmente midiendo un aumento en la actividad no candnica del polipéptido de AARS.
Determinados métodos incluyen a) exponer una muestra que comprende un compafiero de union del polipéptido de
AARS a un compuesto y b) detectar la actividad agonista en la muestra, normalmente midiendo un aumento en la
actividad no canonica seleccionada del polipéptido de AARS. Determinadas realizaciones incluyen composiciones
que comprenden un compuesto agonista identificado mediante el método y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

También se incluyen métodos para explorar un compuesto respecto de su eficacia como antagonista completo o
parcial de un polipéptido de referencia de AARS, que comprenden a) exponer una muestra que comprende el
polipéptido a un compuesto y b) detectar la actividad antagonista en la muestra, normalmente midiendo una
reduccion en la actividad no candnica del polipéptido de AARS. Determinados métodos incluyen a) exponer una
muestra que comprende un compafiero de unién del polipéptido de AARS a un compuesto y b) detectar la actividad
antagonista en la muestra, normalmente midiendo una reduccién en la actividad no candnica seleccionada del
polipéptido de AARS. Determinadas realizaciones incluyen composiciones que comprenden un compuesto
antagonista identificado mediante el método y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En determinadas realizaciones, pueden disefiarse sistemas in vitro para identificar compuestos capaces de
interactuar con o de modular una secuencia de referencia de AARS o su compafero de union. Algunos de los
compuestos identificados mediante dichos sistemas pueden ser Utiles, por ejemplo, para modular la actividad de la
via y para elaborar componentes de la via en si. También pueden usarse en exploraciones para identificar
compuestos que alteran interacciones entre componentes de la via; o pueden alterar dichas interacciones de manera
directa. Una estrategia a modo de ejemplo implica preparar una mezcla de reaccion del polipéptido de AARS y un
compuesto de ensayo en condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir que los dos interactlien y se unan,
formando de este modo un complejo que puede retirarse de y/o detectarse en la mezcla de reaccién.

Los ensayos de exploracién in vitro pueden llevarse a cabo de diversos modos. Por ejemplo, un polipéptido de
AARS, un compafiero de unién celular o los compuestos de ensayo pueden anclarse sobre una fase sélida. En estas
realizaciones y otras relacionadas, pueden capturarse los complejos resultantes y detectarse sobre la fase sélida al
final de la reaccién. En un ejemplo de dicho método, el polipéptido de AARS y/o su compafiero de unién se anclan
sobre una superficie sélida y los compuestos de ensayo, que no estan anclados, pueden marcarse, ya sea directa o
indirectamente, de tal forma que pueda detectarse su captura mediante el componente sobre la superficie sélida. En
otros ejemplos, se anclan los compuestos de ensayo a la superficie sélida y el polipéptido de AARS y/o su
comparfiero de unién, que no estan anclados, se marcan de algin modo que sea detectable. En determinadas
realizaciones, pueden utilizarse convenientemente placas de microtitulacion como fase solida. EI componente
anclado (o el compuesto de ensayo) puede inmovilizarse mediante uniones no covalentes o covalentes. Puede
lograrse la union no covalente simplemente recubriendo la superficie sélida con una solucién de la proteina y
secando. Como alternativa, puede usarse un anticuerpo inmovilizado, preferentemente un anticuerpo monoclonal,
especifico para la proteina que se vaya a inmovilizar para anclar la proteina a la superficie sélida. Las superficies
prepararse por adelantado y almacenarse.
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Para llevar a cabo un ensayo a modo de ejemplo, normalmente se afiade el componente no inmovilizado a la
superficie recubierta que contiene el componente anclado. Después de que se complete la reaccion, se retiran los
componentes que no hayan reaccionado (por ejemplo, mediante lavado) en condiciones tales que permanezcan
inmovilizados sobre la superficie sélida cualesquiera complejos especificos formados. La deteccion de complejos
anclados sobre la superficie solida puede lograrse de varios modos. Por ejemplo, en los casos donde esté pre-
marcado el componente no inmovilizado previamente, la deteccion de marcador inmovilizado sobre la superficie
indica que se formaron complejos. En los casos donde el componente no inmovilizado previamente no esta marcado
previamente, puede usarse un marcador indirecto para detectar complejos anclados sobre la superficie; por ejemplo,
usando un anticuerpo marcado especifico para el componente no inmovilizado previamente (el anticuerpo, a su vez,
puede marcarse directamente o marcarse indirectamente con un anticuerpo anti-lg marcad).

Como alternativa, puede determinarse la presencia o ausencia de uniéon de un compuesto de ensayo, por ejemplo,
usando resonancia de plasmén superficial (SPR) y el cambio en el angulo de resonancia como indice, en donde se
inmoviliza un polipéptido de AARS o un compafiero de unién celular sobre la superficie de una microplaca sensora
disponible comercialmente (por ejemplo, fabricada por BIACORE™) mediante un método convencional, se pone en
contacto el compuesto de ensayo con la misma y se ilumina la microplaca sensora con una luz de una longitud de
onda concreta con un angulo especifico. También puede medirse la unién de un compuesto de ensayo detectando la
aparicion de un pico correspondiente al compuesto de ensayo mediante un método en donde se inmoviliza un
polipéptido de AARS o un compariero de unién celular sobre la superficie de una placa de proteina adaptable a un
espectrometro de masas, se pone en contacto un compuesto de ensayo con la misma y se combina un método de
ionizacion, tal como MALDI-EM, IEN-EM, FAB-EM vy similares con un espectrometro de masas (por ejemplo,
espectrometro de masas de doble enfoque, espectrémetro de masas cuadripolar, espectrometro de masas de
tiempo de vuelo, espectrometro de masas de transformacion de Fourier, espectrometro de masas de ion ciclotron y
similares).

En determinadas realizaciones, pueden usarse ensayos basados en células, ensayos basados en vesiculas de
membrana o ensayos basado en fracciones de membrana para identificar compuestos que modulan interacciones en
la via no canodnica del polipéptido de AARS seleccionado. Para este fin, pueden usarse lineas celulares que
expresan un polipéptido de AARS y/o un compariero de unién o una proteina de fusion que contiene un dominio o
fragmento de dichas proteinas (0 una combinacion de las mismas) o lineas celulares (por ejemplo, células COS,
células CHO, células HEK293, células Hela, etc.) que se han modificado por ingenieria genética para que expresen
dichas proteinas o proteinas de fusion. Pueden identificarse los compuestos de ensayo que influencian la actividad
no canénica controlando un cambio (por ejemplo, un cambio estadisticamente significativo) en esa actividad en
comparacion con un control o una cantidad predeterminada.

Para las realizaciones que se refieren a agentes antisentido y de iARN, por ejemplo, también se incluyen métodos
para explorar un compuesto respecto de su eficacia para alterar la expresién de un polinucleétido de AARS de
referencia, que comprenden a) exponer una muestra que comprende el polinucleétido de AARS de referencia a un
compuesto, tal como un oligonucleétido antisentido potencial y b) detectar la expresion alterada del polinucleétido de
AARS. En determinados ejemplos no limitantes, pueden emplearse estas realizaciones y otras relacionadas en
ensayos basados en células o en ensayos de traduccion sin células, de acuerdo con técnicas rutinarias en la técnica.
También se incluyen los agentes antisentido y de iARN identificados mediante dichos métodos.

También pueden usarse anticuerpos para fragmentos de proteina AARS en los ensayos de exploracion, tal como
para identificar un agente que se une especificamente a una AARS, confirmar la especificidad o afinidad de un
agente que se une a un fragmento de proteina AARS o identificar el sitio de interacciéon entre el agente y el
fragmento de proteina AARS. Se incluyen ensayos en los que se usa el anticuerpo como inhibidor competitivo del
agente. Por ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a un fragmento de proteina AARS con una afinidad
conocida puede actuar como inhibidor competitivo de un agente seleccionado y usarse para calcular la afinidad del
agente por el fragmento de proteina AARS. Asimismo, pueden usarse uno O mas anticuerpos que se unen
especificamente a epitopos o sitios conocidos de un fragmento de proteina ARS como inhibidor competitivo para
confirmar si el agente se une 0 no a ese mismo sitio. Otras variaciones seran evidentes para las personas expertas
en la materia.

También se incluyen cualquiera de los métodos anteriores u otros métodos de exploracién conocidos en la técnica,
gue se adaptan para exploracién de alto rendimiento (HTS). La HTS usa normalmente automatizacion para ejecutar
una exploracién de un ensayo contra una biblioteca de compuestos candidatos, por ejemplo, un ensayo que mide un
aumento o una reduccion en una actividad no candnica, tal como se describe en el presente documento.

Cualquiera de los métodos de exploracién proporcionados en el presente documento puede utilizar bibliotecas de
molécula pequefia o bibliotecas generadas mediante quimica combinatoria. Las bibliotecas de mezclas quimicas y/o
biologicas, tales como extractos fungicos, bacterianos o de algas, se conocen en la técnica y pueden explorarse con
cualquiera de los ensayos de la invencion. Los ejemplos de métodos para la sintesis de bibliotecas moleculares
pueden encontrarse en: (Carell et al., 1994a; Carell et al., 1994b; Cho et al., 1993; DeWitt et al., 1993; Gallop et al.,
1994; Zuckermann et al., 1994).
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Las bibliotecas de compuestos pueden presentarse en solucién (Houghten et al., 1992) o sobre perlas (Lam et al.,
1991), sobre placas (Fodor et al.,, 1993), bacterias, esporas (Ladner et al., Patente de los Estados Unidos n.°
5.223.409, 1993), plasmidos (Cull et al., 1992) o sobre fagos (Cwirla et al., 1990; Devlin et al., 1990; Felici et al.,
1991; Ladner et al., Patente de los Estados Unidos n.° 5.223.409, 1993; Scott y Smith, 1990). Las realizaciones de la
presente invencion abarcan el uso de diferentes bibliotecas para la identificacion de moduladores de molécula
pequefia de uno o mas fragmentos de proteina AARS, sus compafieros de union celulares y/o sus actividades no
canonicas relacionadas. Las bibliotecas Utiles para los fines de la invencién incluyen, pero sin limitacion, (1)
bibliotecas quimicas, (2) bibliotecas de productos naturales y (3) bibliotecas combinatorias compuestas de péptidos
aleatorios, oligonucleétidos y/o moléculas orgéanicas.

Las bibliotecas quimicas consisten en analogos estructurales de compuestos conocidos 0 compuestos que se
identifican como "aciertos" o "lideres" mediante exploracion de productos naturales. Las bibliotecas de productos
naturales se obtienen de colecciones de microorganismos, animales, plantas u organismos marinos que se usan
para crear mezclas para su exploracion mediante: (1) fermentacion y extraccién de caldos del suelo, plantas o
microrganismos marinos o (2) extracciéon de plantas u organismos marinos. Las bibliotecas de productos naturales
incluyen policétidos, péptidos no ribosémicos y variantes (de origen no natural) de los mismos. Véase, por ejemplo,
Cane et al., Science 282:63-68, 1998. Las bibliotecas combinatorias pueden estar compuestas de grandes nimeros
de péptidos, oligonucledtidos o compuestos organicos en forma de una mezcla. Son relativamente faciles de
preparar mediante métodos de sintesis automatizada tradicionales, PCR, clonacién o métodos sintéticos registrados.

Mas especificamente, una biblioteca quimica combinatoria es una coleccion de diversos compuestos quimicos
generados mediante sintesis quimica o sintesis biolégica, combinando un ndmero de "bloques de construccion"”
guimicos, tales como reactivos. Por ejemplo, se forma una biblioteca quimica combinatoria lineal, tal como una
biblioteca de polipéptidos, combinando un conjunto de bloques de construccion quimicos (aminoacidos) de cada
forma posible para una longitud de compuesto dada (es decir, el nimero de aminoacidos en un compuesto
polipeptidico). Pueden sintetizarse millones de compuestos quimicos mediante dicho mezclado combinatorio de
bloques de construccién quimicos.

Para una revision acerca de la quimica combinatoria y de las bibliotecas creadas a partir de la misma, véase, por
ejemplo, Huc, I. y Nguyen, R. (2001) Comb. Chem. High Throughput Screen 4:53-74; Lepre, C A. (2001) Drug
Discov. Today 6:133-140; Peng, S. X. (2000) Biomed. Chromatogr. 14:430-441; Bohm, H. J. y Stahl, M. (2000) Curr.
Opin. Chem. Biol. 4:283-286; Barnes, C y Balasubramanian, S. (2000) Curr. Opin. Chem. Biol. 4:346-350; Lepre,
Enjalbal, C, et al., (2000) Mass Septrom Rev. 19:139-161; Hall, D. G., (2000) Nat. Biotechnol. 18:262-262; Lazo, J.
S., y Wipf, P. (2000) J. Pharmacol. Exp. Ther. 293:705-709; Houghten, R. A., (2000) Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.
40:273-282; Kobayashi, S. (2000) Curr. Opin. Chem. Biol. (2000) 4:338-345; Kopylov, A. M. y Spiridonova, V. A.
(2000) Mol. Biol. (Mosk) 34:1097-1113; Weber, L. (2000) Curr. Opin. Chem. Biol. 4:295-302; Dolle, R. E. (2000) J.
Comb. Chem. 2:383-433; Floyd, C D., et al,, (1999) Prog. Med. Chem. 36:91-168; Kundu, B., et al., (1999) Prog.
Drug Res. 53:89-156; Cabilly, S. (1999) Mol. Biotechnol. 12:143-148; Lowe, G. (1999) Nat. Prod. Rep. 16:641-651;
Dolle, R. E. y Nelson, K. H. (1999) J. Comb. Chem. 1:235-282; Czarnick, A. W. y Keene, J. D. (1998) Curr. Biol.
8:R705-R707; Dolle, R. E. (1998) Mol. Divers. 4:233-256; Myers, P. L., (1997) Curr. Opin. Biotechnol. 8:701-707; y
Pluckthun, A. y Cortese, R. (1997) Biol. Chem. 378:443.

Se encuentran disponibles comercialmente dispositivos para la preparacion de bibliotecas combinatorias (véase, por
ejemplo, 357 MPS, 390 MPS, Advanced Chem Tech, Louisville Ky., Symphony, Rainin, Woburn, Mass., 433A
Applied Biosystems, Foster City, Calif., 9050 Plus, Millipore, Bedford, Mass.). Ademas, se encuentran disponibles
comercialmente numerosas bibliotecas combinatorias en si (véase, por ejemplo, ComGenex, Princeton, N.J., Asinex,
MoscUl, Ru, Tripos, Inc., St. Louis, Mo., ChemStar, Ltd., Moscli, RU, 3D Pharmaceuticals, Exton, Pa., Martek
Biosciences, Columbia, Md., etc.).

Xll. METODOS DE USO

Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos de tratamiento terapéuticos. Por consiguiente, los
agentes de AARS descritos en el presente documento, incluyendo polipéptidos de AARS, polinucleétidos de AARS,
vectores basados en polinucledtidos de AARS, células hospedadoras que expresan AARS, oligonucledtidos
antisentido, agentes de iARN, asi como agentes de union, tales como péptidos, anticuerpos y fragmentos de union a
antigeno, peptidomiméticos y otras moléculas pequefias, pueden usarse para tratar una serie no limitante de
enfermedades o afecciones asociadas con las actividades no canoénicas de un AARS de referencia. Los ejemplos de
dichas actividades no canoénicas incluyen modulacion de la sefalizacion extracelular, modulacién de la proliferacion
celular, modulacién de la migracion celular, modulacion de la diferenciacién celular (por ejemplo, hematopoyesis,
neurogénesis, miogénesis, osteogénesis y adipogénesis), modulacion de la apoptosis u otras formas de muerte
celular, modulacién de la angiogénesis, modulacion de la union celular, modulacion del metabolismo celular,
modulacion de la produccién o actividad de citocinas, modulacién de la actividad de receptor de citocinas,
modulacion de la captacion o secrecion celular, inmunomodulaciéon, modulacién de la inflamaciéon, modulacién de
procesos metabdlicos, tales como control de la glucosa y similares.

Se incluyen terapias a base de polinucleétidos, tales como terapias antisentido y terapias de interferencia de iARN,
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gue normalmente estan relacionadas con la reduccién de la expresion de una molécula diana, tal como un fragmento
endogeno de una AARS o un compafiero de unién celular de un polipéptido de AARS, que de otro modo contribuye
a su actividad no candnica. Las terapias antisentido o de iARN antagonizan normalmente la actividad no candnica,
tal como reduciendo la expresion del polipéptido de referencia de AARS. También se incluyen polipéptidos o
péptidos, anticuerpos o fragmentos de union a antigeno, peptidomiméticos u otras terapias basadas en moléculas
pequefias, que agonizan o antagonizan la actividad no canénica de un polipéptido de referencia de AARS, tal como
interactuando directamente con el polipéptido de AARS, sus comparieros de unién celulares, o0 ambas cosas.

Estas realizaciones y otras relacionadas incluyen métodos para usar los agentes o las composiciones de AARS de la
presente invencion para tratar una célula, tejido o sujeto. Las células o tejidos que pueden tratarse o modularse
mediante la presente invencidn son células o tejidos de mamifero o méas preferentemente, células o tejidos humanos.
Dichas células o tejidos pueden ser de un estado sano o de un estado patoldgico.

En determinadas realizaciones, por ejemplo, se proporcionan métodos para modular actividades celulares
terapéuticamente relevantes que incluyen, pero sin limitacion, metabolismo celular, diferenciacion celular,
proliferacién celular, captacion celular, secreciéon celular, muerte celular, movilizaciéon celular, migraciéon celular,
transcripcidn génica, traduccion de ARNm, impedancia celular, respuestas inmunitarias, respuestas inflamatorias y
similares, que comprenden poner en contacto una célula con un agente o composicion de AARS tal como se
describe en el presente documento. En determinadas realizaciones, la célula se encuentra en un sujeto. Por
consiguiente, las composiciones de AARS pueden emplearse en el tratamiento de esencialmente cualquier célula o
tejido o sujeto que pudiera beneficiarse de la modulaciéon de una o mas de dichas actividades.

Los agentes y las composiciones de AARS también pueden usarse en cualquiera de una serie de contextos
terapéuticos que incluyen, por ejemplo, aquellos que se refieren al tratamiento o la prevencién de enfermedades
neoplasicas, enfermedades o afecciones del sistema inmunitario (por ejemplo, enfermedades autoinmunitarias e
inflamacién), enfermedades infecciosas, enfermedades metabdlicas, enfermedades neuronales/neuroldgicas,
enfermedades musculares/cardiovasculares, enfermedades asociadas con una hematopoyesis aberrante,
enfermedades asociadas con una miogénesis aberrante, enfermedades asociadas con una neurogénesis aberrante,
enfermedades asociadas con una adipogénesis aberrante, enfermedades asociadas con una osteogénesis
aberrante, enfermedades asociadas con una angiogénesis aberrante, enfermedades asociadas con una
supervivencia celular aberrante, enfermedades asociadas con una captacion de lipidos aberrante, enfermedades
asociadas con el envejecimiento (por ejemplo, pérdida auditiva, neuropatias periféricas o autbnomas, demencia
senil, retinopatia) y otras.

Por ejemplo, en determinadas realizaciones ilustrativas, las composiciones de AARS de la invencion pueden usarse
para modular la angiogénesis, por ejemplo, mediante la modulacién de la proliferacion y/o la sefializacién de células
endoteliales. La proliferacion y/o la sefializaciéon de células endoteliales puede controlarse usando una linea celular
adecuada (por ejemplo, células endoteliales pulmonares microvasculares humanas (HMVEC-L) y células
endoteliales de la vena umbilical humanas (HUVEC)), y usando un ensayo adecuado (por ejemplo, ensayos de
migracion de células endoteliales, ensayos de proliferacion de células endoteliales, ensayos de formacién de tubos,
ensayos de tapdn de matrigel, etc.), muchos de los cuales son conocidos y se encuentran disponibles en la técnica.

Por lo tanto, en realizaciones relacionadas, las composiciones de la invencién pueden emplearse en el tratamiento
de esencialmente cualquier célula o tejido que pudiera beneficiarse de la modulaciéon de la angiogénesis. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, puede ponerse en contacto una célula o tejido que experimenta o es susceptible
a la angiogénesis (por ejemplo, una afecciéon angiogénica) con una composicién adecuada de la invenciéon para
inhibir una afeccién angiogénica. En otras realizaciones, puede ponerse en contacto una célula o tejido que
experimenta o es susceptible a una angiogénesis insuficiente (por ejemplo, una afeccion angiostatica) con una
composicion adecuada de la invencién para interferir con la actividad angiostatica y/o promover la angiogénesis.

También se incluyen métodos para modular la hematopoyesis y afecciones relacionadas. Los ejemplos de procesos
hematopoyéticos que pueden modularse por los polipéptidos de AARS de la invencién incluyen, sin limitacion, la
formacion de células mieloides (por ejemplo, células eritroides, mastocitos, monocitos/macrofagos, células
dendriticas mieloides, granulocitos, tales como basdfilos, neutréfilos y eosindfilos, megacariocitos, plaguetas) y
células linfoides (por ejemplo, linfocitos citoliticos naturales, células dendriticas linfoides, células B y células T).
Determinados procesos hematopoyéticos especificos incluyen eritropoyesis, granulopoyesis, linfopoyesis,
megacariopoyesis, trombopoyesis y otros. También se incluyen métodos para modular el trafico o la movilizacién de
células hematopoyéticas, incluyendo células madre hematopoyéticas, células progenitoras, eritrocitos, granulocitos,
linfocitos, megacariocitos y trombocitos.

Los métodos para modular la hematopoyesis pueden ponerse en practica in vivo, in vitro, ex vivo o en cualquier
combinacion de los mismos. Estos métodos pueden ponerse en practica en cualquier muestra biologica, cultivo
celular o tejido que contenga células madre hematopoyéticas, células progenitoras hematopoyéticas u otras células
madre o progenitoras que sean capaces de diferenciarse en todo el linaje hematopoyético (por ejemplo, células
madre obtenidas de tejido adiposo). Para los métodos in vitro y ex vivo, pueden aislarse y/o diferenciarse células
madre y células progenitoras, ya sean de origen hematopoyético u otro de acuerdo con las técnicas y caracteristicas
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descritas en el presente documento y conocidas en la técnica.

Las composiciones de la invencion también pueden ser Gtiles como inmunomoduladores para tratar indicaciones anti
o pro-inflamatorias mediante la modulacion de células que median, ya sea directa o indirectamente, enfermedades,
afecciones y trastornos autoinmunitarios y/o inflamatorios. Puede controlarse la utilidad de las composiciones de la
invencion como inmunomoduladores o moduladores de la inflamacion usando cualquiera de una serie de técnicas
conocidas y disponibles en la técnica que incluyen, por ejemplo, ensayos de migracion (por ejemplo, usando
leucocitos o linfocitos) o ensayos de viabilidad celular (por ejemplo, usando células B, células T, monocitos o células
NK).

La "inflamacion" se refiere en general a la respuesta biolégica de los tejidos a estimulos dafiinos, tales como
patégenos, células dafiadas (por ejemplo, heridas), e irritantes. La expresion "respuesta inflamatoria” se refiere a los
mecanismos especificos mediante los cuales se consigue y regula la inflamacién, incluyendo, solo a modo ilustrativo,
activacién o migracion de células inmunitarias, produccidon de citocinas, vasodilatacion, incluyendo liberacién de
cinina, fibrindlisis y coagulacion, entre otras descritas entre otras descritas en el presente documento y conocidas en
la técnica.

Los signos clinicos de la inflamacién crénica dependen de la duracién de la enfermedad, las lesiones inflamatorias,
la causa y el area anatémica afectada. (Véase, por ejemplo, Kumar et al., Robbins Basic Pathology-82 Ed., 2009
Elsevier, Londres; Miller, LM, Pathology Lecture Notes, Atlantic Veterinary College, Charlottetown, PEI, Canada). La
inflamacién crénica se asocia con diversas patologias o enfermedades, incluyendo, por ejemplo, alergias,
enfermedad de Alzheimer, anemia, estenosis de la valvula adrtica, artritis, tal como artritis reumatoide y artrosis,
cancer, insuficiencia cardiaca congestiva, fibromialgia, fibrosis, ataque cardiaco, insuficiencia renal, lupus,
pancreatitis, ictus, complicaciones quirargicas, enfermedad inflamatoria pulmonar, enfermedad inflamatoria del
intestino, ateroesclerosis, trastornos neuroldgicos, diabetes, trastornos metabdlicos, obesidad y psoriasis, entre otras
descritas entre otras descritas en el presente documento y conocidas en la técnica. Por tanto, las composiciones de
AARS pueden usarse para tratar o controlar la inflamacion cronica, modular cualquiera de una o mas de las
respuestas inflamatorias crénicas o tratar una cualquiera o0 mas enfermedades o afecciones asociadas con la
inflamacién cronica.

Los criterios para evaluar los signos y sintomas de las afecciones inflamatorias u otras, incluyendo con el fin de
efectuar un diagnéstico diferencial y también para controlar tratamientos, tal como determinar si se ha administrado
una dosis terapéuticamente eficaz durante el transcurso del tratamiento, por ejemplo, determinando la mejora de
acuerdo con criterios cinicos aceptados, seran evidentes para los expertos en la materia y se ejemplifican por las
ensefianzas de, por ejemplo, Berkow et al., eds., The Merck Manual, 162 ediciéon, Merck and Co., Rahway, N.J.,
1992; Goodman et al., eds., Goodman and Gilman’'s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 102 edicién,
Pergamon Press, Inc., Elmsford, N.Y., (2001); Avery’'s Drug Treatment: Principles and Practice of Clinical
Pharmacology and Therapeutics, 32 edicion, ADIS Press, Ltd., Williams and Wilkins, Baltimore, MD. (1987); Ebadi,
Pharmacology, Little, Brown and Co., Boston, (1985); Osolci al., eds., Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182
edicion, Mack Publishing Co., Easton, PA (1990); Katzung, Basic and Clinical Pharmacology, Appleton and Lange,
Norwalk, CT (1992).

En otras realizaciones, las composiciones de AARS de la invencién pueden usarse para modular la proliferacion y/o
la supervivencia celular y, por consiguiente, para tratar o prevenir enfermedades, trastornos o afecciones
caracterizadas por anomalias en la proliferacion y/o supervivencia celular. Por ejemplo, en determinadas
realizaciones, las composiciones de AARS pueden usarse para modular la apoptosis y/o para tratar enfermedades o
afecciones asociadas con la apoptosis anormal. La apoptosis puede controlarse mediante cualquiera de una serie de
técnicas disponibles conocidas y disponibles en la técnica, incluyendo, por ejemplo, ensayos que miden la
fragmentacién del ADN, alteraciones en la asimetria de la membrana, activacion de caspasas apoptéticas y/o
liberacion de citocromo C y AlF.

El progreso de estas y otras terapias (por ejemplo, terapias ex vivo) puede controlarse faciimente por métodos y
ensayos convencionales y basandose en criterios conocidos por el médico u otras personas expertas en la materia.

Xlll. FORMULACIONES FARMACEUTICAS, ADMINISTRACION Y KITS

Las realizaciones de la presente invencién incluyen polinucleétidos de AARS, polipéptidos de AARS, células
hospedadoras que expresan polipéptidos de AARS, agentes de unién, agentes moduladores u otros compuestos
descritos en el presente documento, formulados en soluciones farmacéuticamente aceptables o fisioldgicamente
aceptables para su administracién a una célula o a un animal, ya sean solas o en combinacién con otras una 0 mas
modalidades de terapia. También se entendera que, si se desea, pueden administrarse las composiciones de la
invencién en combinacion también con otros agentes, tales como, por ejemplo, otras proteinas o polipéptidos o
diversos agentes farmacéuticamente activos. No hay practicamente ningin limite en cuanto a otros componentes
gue puedan incluirse también en las composiciones, a condicién de que los agentes adicionales no afecten de
manera adversa a los efectos moduladores u otros que se desee conseguir.
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En las composiciones farmacéuticas de la invencion, la formulacién de soluciones de excipientes y vehiculos
farmacéuticamente aceptables es de sobra conocida para los expertos en la materia, al igual que el desarrollo de
regimenes de dosificacion y tratamiento adecuados para usar las composiciones particulares descritas en el
presente documento en diversos regimenes de tratamiento, que incluyen, por ejemplo, administracion y formulacion
oral, parenteral, intravenosa, intranasal, subcutanea e intramuscular.

En determinadas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas o terapéuticas de la invencién no estimulan una
reaccion inmunitaria. En otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas o terapéuticas de la invencion, que
normalmente comprenden uno o mas polipéptidos o polinucleétidos de AARS, estimulan una reaccién inmunitaria, tal
como sirviendo como adyuvante en una vacuna 0 una composicidn relacionada o estando presente en una
composicion junto con un adyuvante o agente separado que estimula una respuesta inmunitaria.

En determinadas realizaciones, los agentes de AARS, tales como los polipéptidos de AARS, polinucledtidos de
AARS y anticuerpos tienen una solubilidad que es deseable para el modo de administracion particular, tal como
administracion intravenosa. Los ejemplos de solubilidades deseables incluyen al menos aproximadamente 1 mg/ml,
al menos aproximadamente 10 mg/ml, al menos aproximadamente 25 mg/ml y al menos aproximadamente
50 mg/ml.

En determinadas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento pueden
suministrarse por administracion oral a un sujeto. Como tales, estas composiciones pueden formularse con un
diluyente inerte o con un transportador comestible asimilable o pueden atraparse en capsulas con vaina de gelatina
dura o blanda o pueden comprimirse en comprimidos o pueden incorporarse directamente con el alimento de la
dieta.

En determinadas circunstancias, sera deseable suministrar las composiciones farmacéuticas divulgadas en el
presente documento por via parenteral, subcutdnea, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intraparenquimal, intraventricular, intrauretral, intraesternal, intracraneal, intrasinovial o incluso intraperitoneal, tal
como se describe, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.° 5.543.158; la Patente de los Estados Unidos
n.° 5.641.515 y la Patente de los Estados Unidos n.° 5.399.363 (cada una incorporada especificamente al presente
documento por referencia en su totalidad). Los dispositivos adecuados para administracion parenteral incluyen
inyectores de aguja (incluyendo microaguja), inyectores sin agujas y técnicas de infusion.

Pueden prepararse soluciones de los compuestos activos en forma de base libre o de sales farmacéuticamente
aceptables en agua mezcladas de manera adecuada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También
pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. En
condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para impedir 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 de los
Estados Unidos n.° 5.466.468, incorporada al presente documento especificamente por referencia en su totalidad).
En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida hasta el punto de que se pueda inyectar facilmente
con jeringa. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe conservarse contra la
accion contaminante de los microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o
medio de dispersidn 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. Puede mantenerse una
fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, manteniendo el tamafio de
particulas adecuado en el caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. Puede facilitarse la prevencion
de la accién de microorganismos mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, &cido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos,
por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio. Puede lograrse la absorcion prolongada de las composiciones inyectables
mediante el uso en las composiciones de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Para administracion parenteral en solucién acuosa, por ejemplo, la solucién debe tamponarse de manera adecuada
en caso necesario y hacer que el diluyente liquido sea en primer lugar isotonico con suficiente suero salino o
glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, sera conocido por los expertos en la materia un medio
acuoso estéril que pueda emplearse a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, puede disolverse una dosis en
1 ml de solucién isoténica de NaCl y afiadirse a 1000 ml de fluido de hipodermolisis o inyectarse en el sitio de
infusién propuesto (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 15% Edicién, pags. 1035-1038 y
1570-1580). Se producira, necesariamente, cierta variacion en la dosificacion dependiendo de la afeccién del sujeto
gue se esté tratando. En cualquier caso, la persona responsable de la administracion determinara la dosis adecuada
para el sujeto individual. Asimismo, para administracion humana, las preparaciones deben cumplir los estandares de
esterilidad, pirogenicidad y los de seguridad y pureza generales requeridos por la Oficina de Estandares Bioldgicos
de la FDA.
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Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando los compuestos activos en la cantidad
requerida en el disolvente adecuado con los diversos otros ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
necesario, seguido de esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando los diversos
principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio basico de dispersion y los demas
ingredientes necesarios de entre aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la
preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son las técnicas secado al
vacio y criodesecacion que producen un polvo del principio activo mas cualquier otro ingrediente adicional deseado a
partir de una solucién previamente esterilizada por filtracion del mismo.

Las composiciones divulgadas en el presente documento pueden formularse en una forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos, tales como, por ejemplo, los acidos clorhidrico y fosférico o acidos
organicos, tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres también pueden derivarse de bases inorganicas, tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio,
amonio, calcio o férricos y bases inorganicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.
Tras su formulacion, las soluciones se administraran de un modo compatible con la formulacion de dosificacion y en
una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en diversas formas
de dosificacion, tales como soluciones inyectables, capsulas de liberacién de farmaco y similares.

Tal como se usa en el presente documento, "transportador” incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de
dispersion, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y de
retraso de la absorcion, tampones, soluciones transportadoras, suspensiones, coloides y similares. Se conoce bien
en la técnica el uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas. Excepto en el caso de
que cualquier agente 0 medio convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse principios activos complementarios en las
composiciones.

La expresion "farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones que no producen
una reaccion alérgica o indeseada similar cuando se administra a un ser humano. La preparacién de una
composicion acuosa que contiene una proteina como ingrediente activo se entiende bien en la técnica. normalmente,
dichas composiciones se preparan como inyectables, tanto como soluciones o suspensiones liquidas; también
pueden prepararse formas sélidas adecuadas para solucidon en o suspension en liquido antes de la inyeccion. La
preparacion también puede emulsionarse.

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden suministrarse mediante pulverizadores
intranasales, inhalacion y/u otros vehiculos de suministro de aerosol. Los métodos para suministrar genes,
polinucleétidos y composiciones peptidicas directamente a los pulmones mediante pulverizadores de aerosol
nasales se han descrito, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.° 5.756.353 y la Patente de los Estados
Unidos n.° 5.804.212 (cada una incorporada especificamente al presente documento por referencia en su totalidad).
Del mismo modo, también se conoce en la técnica farmacéutica el suministro de farmacos usando resinas de
microparticulas intranasales (Takenaga et al., 1998) y compuestos de lisofosfatidilglicerol (Patente de los Estados
Unidos n.° 5.725.871, incorporada especificamente al presente documento por referencia en su totalidad). Del
mismo modo, el suministro de farmacos transmucosal en forma de una matriz de soporte de politetrafluoroetileno se
describe en la Patente de los Estados Unidos n.° 5.780.045 (incorporada al presente documento especificamente
por referencia en su totalidad).

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse para que sean de liberacion inmediata y/o sostenida. Las
composiciones de liberacion sostenida incluyen liberacion retardada, modificada, pulsada, controlada, dirigida y
programada. Por lo tanto, las composiciones pueden formularse en forma de una suspensién o en forma de un
sélido, un semisélido o un liquido tixotrépico para su administraciéon en forma de un depésito implantado que
proporciona la liberaciéon sostenida de los polinucleétidos de AARS, polipéptidos de AARS, agentes de unién,
agentes moduladores y otros agentes activos. Los ejemplos de dichas formulaciones incluyen, pero sin limitacion,
stents recubiertos de farmaco y semisoélidos y suspensiones que comprenden vesiculas lamelares o microparticulas
de éacido poli(DL-lactico-co-glicélico) (PGLA), poli(DL-lactida-co-glicolido) (PLG) o poli(lactida) (PLA) cargadas de
farmaco, hidrogeles (Hoffman AS: Ann. N.Y. Acad. Sci. 944: 62-73 (2001)), sistemas de nanoparticulas de
poliaminoacidos, comercializados de la marca MEDUSA® desarrollados por Flamel Technologies Inc., sistemas de
gel no acuosos comercializados de la marca ATRIGEL® desarrollados por Atrix, Inc., y formulaciones de liberacion
extendida de acetato isobutirato de sacarosa, comercializadas de la marca SABER®, desarrollados por Durect
Corporation y sistemas a base de lipidos desarrollados por SkyePharma y comercializados de la marca
DEPOFOAM®.

Se conocen en la técnica dispositivos de liberacién sostenida capaces de suministrar dosis deseadas de las
composiciones farmacéuticas durante periodos de tiempo prolongados. Por ejemplo, las Patentes de los Estados
Unidos n.° 5.034.229; 5.557.318; 5.110.596; 5.728.396; 5.985.305; 6.113.938; 6.156.331; 6.375.978; y 6.395.292;
ensefian dispositivos impulsados por 6smosis capaces de suministrar una formulacién de principio activo, tal como
una solucién o una suspensién, a una velocidad deseada durante un periodo de tiempo prolongado (es decir, un
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periodo en el intervalo de mas de una semana hasta un afio 0 mas). Otros dispositivos de liberacién sostenida a
modo de ejemplo incluyen bombas de tipo regulador que proporcionan un flujo constante, flujo ajustable o flujo
programable de formulaciones de agentes beneficiosos, que se encuentran disponibles de Medtronic, incluyendo las
bombas intratecales comercializadas de la marca SYNCHROMED INFUSION SYSTEM®, los sistemas de Johnson
and Johnson comercializados de la marca CODMAN® division pumps y bombas de las tecnologias INSET®. Se
describen ejemplos adicionales de dispositivos en las Patentes de los Estados Unidos n.° 6.283.949; 5.976.109;
5.836.935; y 5.511.355.

En determinadas realizaciones, el suministro puede producirse mediante el uso de liposomas, nanocapsulas,
microparticlas, microesferas, particulas lipidicas, vesiculas y similares, para la introduccién de las composiciones de
la presente invencion en células hospedadoras adecuadas. En particular, las composiciones de la presente
invencion pueden formularse para su suministro ya sea encapsuladas en una particula de lipido, un liposoma, una
vesicula, una nanoesfera, una nanoparticula o similares. La formulacién y el uso de dichos vehiculos de suministro
puede llevarse a cabo usando técnicas conocidas y convencionales.

En determinadas realizaciones, los agentes proporcionados en el presente documento pueden unirse a un sustrato
sélido farmacéuticamente aceptable, incluyendo sustratos biocompatibles y biodegradables, tales como polimeros y
matrices. Los ejemplos de dichos sustratos soélidos incluyen, sin limitacion, poliésteres, hidrogeles (por ejemplo,
poli(2-hidroxietilmetacrilato), o poli(alcohol vinilico), polilactidas (Patente de los Estados Unidos n.° 3.773.919),
copolimeros de acido L-glutamico y vy-etil-L-glutamato, acetato de etilenvinilo no degradable, copolimeros
degradables de acido lactico-acido glicélico, tales como poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) y las LUPRON
DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de &acido lactico-acido glicélico y acetato de
leuprolida), acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico, colageno, metales, hidroxiapatita, vidrio biolégico, aluminato, materiales
bioceramicos y proteinas purificadas.

En una realizacion particular, el sustrato solido comprende polimeros biodegradables, comercializados de la marca
ATRIGEL™ (QLT, Inc., Vancouver, B.C.). El sistema de suministro de farmacos ATRIGEL® consiste en polimeros
biodegradables disueltos en transportadores biocompatibles. Los agentes farmacéuticos pueden mezclarse en este
sistema de suministro liquido en el momento de la fabricacion o, dependiendo del producto, pueden afiadirse
posteriormente por el médico en el momento de uso. Cando se inyecta el producto liquido en el espacio subcutaneo
mediante una aguja de calibre fino o se coloca en sitios de tejido accesibles mediante una canula, el agua en los
fluidos del tejido hace que el polimero se precipite y atrape el farmaco en un implante soélido. El farmaco
encapsulado dentro del implante se libera después de manera controlada a medida que la matriz de polimero se
degrada biol6gicamente con el tiempo.

Las composiciones farmacéuticas para su uso en la presente invenciéon también pueden administrarse por via topica,
(intra)dérmica o transdérmica a la piel o mucosa. Las formulaciones tipicas para este fin incluyen geles, hidrogeles,
lociones, soluciones, cremas, pomadas, polvos para espolvorear, vendajes, espumas, peliculas, parches cutaneos,
obleas, implantes, esponjas, fibras, vendas y microemulsiones. También pueden usarse liposomas. Los vehiculos
tipicos incluyen alcohol, agua, aceite mineral, vaselina liquida, vaselina blanca, glicerina, polietilenglicol y
propilenglicol. Pueden incorporarse potenciadores de la penetracion; véase, por ejemplo, Finnin y Morgan: J. Pharm.
Sci. 88(10): 955-958, (1999). Otros medios de administracion topica incluyen suministro por electroporacion,
iontoforesis, fonoforesis, sonoforesis o inyeccidn con microaguja o sin aguja, por ejemplo, usando los sistemas
comercializados de las marcas POWDERJECT™ y BIOJECT™.

Se conocen bien en la técnica métodos de formulacion y se divulgan, por ejemplo, en Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 202 edicion, ISBN: 0683306472 (2000). Las
composiciones y agentes proporcionados en el presente documento pueden administrarse de acuerdo con los
métodos de la presente invencion en cualquier régimen de dosificacion terapéuticamente eficaz. La cantidad y la
frecuencia de dosificacion se seleccionan para crear un nivel eficaz del agente sin efectos perjudiciales. La cantidad
eficaz de un compuesto de la presente invencién dependera de la ruta de administracion, del tipo de animal de
sangre caliente que se esté tratando y de las caracteristicas fisicas del animal de sangre caliente concreto que se
esté considerando. Estos factores y su relaciéon para determinar esta cantidad son de sobra conocidos por los
expertos en la técnica médica. Esta cantidad y el método de administracién pueden ajustarse para lograr una
eficacia 6ptima pero dependeran de factores tales como el peso, la dieta, la medicacion concurrente y otros factores
gue reconoceran los expertos en la técnica médica.

En realizaciones particulares, la cantidad de una composiciéon o agente administrado variara normalmente de una
dosis de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 mg/kg/dia y normalmente, de aproximadamente 0,1 a 10
mg/kg, ya se administre por via oral o intravenosa. En realizaciones particulares, una dosis es de 5 mg/kg o 7,5
mg/kg. En diversas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 50-2500 mg al dia, 100-2500 mg/dia, 300-1800
mg/dia o 500-1800 mg/dia. En una realizacion, la dosis es de entre aproximadamente 100 a 600 mg/dia. En otra
realizacion, la dosis es de entre aproximadamente 300 y 1200 mg/dia. En realizaciones particulares, la composicion
o el agente se administra a una dosis de 100 mg/dia, 240 mg/dia, 300 mg/dia, 600 mg/dia, 1000 mg/dia, 1200
mg/dia o 1800 mg/dia, en una o mas dosis al dia (es decir, lograndose con las dosis combinadas la dosis diaria
deseada). En realizaciones relacionadas, una dosis es de 100 mg dos veces al dia, 150 mg dos veces al dia, 240 mg
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dos veces al dia, 300 mg dos veces al dia, 500 mg dos veces al dia o0 600 mg dos veces al dia. En diversas
realizaciones, la composicién o el agente se administra en una sola dosis 0 en dosis repetidas. La dosis inicial y las
dosis posteriores pueden ser iguales o diferentes.

En determinadas realizaciones, se administra una composicién o agente en una sola dosis de 0,1 a 10 mg/kg o de
0,5 a 5 mg/kg. En otras realizaciones, se administra una composicion o agente en una dosis de 0,1 a 50 mg/kg/dia,
0,5 a 20 mg/kg/dia o de 5 a 20 mg/kg/dia.

En determinadas realizaciones, se administra una composicién o agente por via oral o intravenosa, por ejemplo, por
infusion durante un periodo de tiempo de aproximadamente, por ejemplo, 10 minutos a 90 minutos. En otras
realizaciones relacionadas, se administra una composicion o agente mediante infusion continua, por ejemplo, a una
dosis de entre aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg/h durante un periodo de tiempo. Aunque el
periodo de tiempo puede variar, en determinadas realizaciones el periodo de tiempo puede ser de entre
aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 24 horas o de entre aproximadamente 10 minutos a
aproximadamente tres dias.

En realizaciones particulares, una cantidad eficaz o una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente
para lograr una concentracion total de la composicion o el agente en el plasma sanguineo de un sujeto con una Cmax
de entre aproximadamente 0,1 pg/ml y aproximadamente 20 pg/ml o de entre aproximadamente 0,3 pg/ml y
aproximadamente 20 pg/ml. En determinadas realizaciones, una dosis oral es una cantidad suficiente para lograr
una concentracion en plasma sanguineo (Cmax) de entre aproximadamente 0,1 pg/ml a aproximadamente 5 pug/ml o
de entre aproximadamente 0,3 pg/ml a aproximadamente 3 pg/ml. En determinadas realizaciones, una dosis
intravenosa es una cantidad suficiente para lograr una concentracion en plasma sanguineo (Cmsx) de entre
aproximadamente 1 pg/ml a aproximadamente 10 pg/ml o de entre aproximadamente 2 pug/ml a aproximadamente 6
pg/ml. En una realizacion relacionada, la concentracion total de un agente en el plasma sanguineo del sujeto tiene
una concentracion media constante de menos de aproximadamente 20 ug/ml y/o una concentracién en estado
estacionario de menos de aproximadamente 20 pg/ml. En una realizaciéon adicional, la concentracion total de un
agente en el plasma sanguineo del sujeto tiene una concentracién media constante de menos de aproximadamente
10 pg/ml y/o una concentracion en estado estacionario de menos de aproximadamente 10 pug/ml.

En otra realizacion mas, la concentracion total de un agente en el plasma sanguineo del sujeto tiene una
concentracion media constante de entre aproximadamente 1 ng/ml y aproximadamente 10 pg/ml y/o una
concentracion en estado estacionario de entre aproximadamente 1 ng/ml y aproximadamente 10 pg/ml. En una
realizacién, la concentracion total de un agente en el plasma sanguineo del sujeto tiene una concentracion media
constante de entre aproximadamente 0,3 pug/ml y aproximadamente 3 pg/ml y/o una concentracion en estado
estacionario de entre aproximadamente 0,3 pg/ml y aproximadamente 3 pg/ml.

En realizaciones particulares, se administra una composiciéon o agente en una cantidad suficiente para lograr en el
mamifero una concentracién en el plasma sanguineo que tenga una concentracion media constante de entre
aproximadamente 1 ng/ml y aproximadamente 10 ug/ml y/o una concentracién en estado estacionario de entre
aproximadamente 1 ng/ml y aproximadamente 10 pg/ml. En realizaciones relacionadas, la concentracién total del
agente en el plasma sanguineo del mamifero tiene una concentracién media constante de entre aproximadamente
0,3 ug/ml y aproximadamente 3 pug/ml y/o una concentracion en estado estacionario de entre aproximadamente 0,3
pg/ml y aproximadamente 3 pg/ml.

En realizaciones particulares de la presente invencién, la cantidad eficaz de una composicién o agente o la
concentracion en el plasma sanguineo de la composicién o agente se logra o se mantiene, por ejemplo, durante al
menos 15 minutos, al menos 30 minutos, al menos 45 minutos, al menos 60 minutos, al menos 90 minutos, al menos
2 horas, al menos 3 horas, al menos 4 horas, al menos 8 horas, al menos 12 horas, al menos 24 horas, al menos 48
horas, al menos 3 dias, al menos 4 dias, al menos 5 dias, al menos 6 dias, al menos una semana, al menos 2
semanas, al menos un mes, al menos 2 meses, al menos 4 meses, al menos 6 meses, al menos un afo, al menos 2
afios 0 mas de 2 afos.

En determinadas realizaciones basadas en polipéptidos, la cantidad de polipéptido administrada se encontrara
normalmente en el intervalo de aproximadamente 0,1 pg/kg a aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 50
mg/kg de peso corporal del paciente. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, puede ser una dosis inicial
candidata para su administracion a un paciente de aproximadamente 0,1 pug/kg a aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal (por ejemplo, aproximadamente 0,1-15 mg/kg/dosis) de polipéptido, ya
sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas o mediante infusién continua. Por ejemplo, un
régimen de dosificacion puede comprender administrar una dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg,
seguida de una dosis de mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg del polipéptido o de
aproximadamente la mitad de la dosis de carga. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas de dosificacion. Una
dosis diaria tipica puede variar de aproximadamente 0,1 pg/kg a aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas a lo largo de varios dias o
un periodo mayor, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se mantiene hasta que se produce una supresion
deseada de los sintomas de la enfermedad.
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En realizaciones particulares, la dosis eficaz logra los niveles en el plasma sanguineo o la concentracion media
constante de una composicién o agente descrito en el presente documento. Estas pueden determinarse facilmente
usando procedimientos rutinarios.

Las realizaciones de la presente invencion, en otros aspectos, proporcionan kits que comprenden uno o mas
recipientes rellenos con uno o mas de los polipéptidos, polinucledtidos, anticuerpos, complejos de multiples
unidades, las composiciones de los mismos, etc., de la invencidn, tal como se describen en el presente documento.
Los kits pueden incluir instrucciones escritas acerca de como usar dichas composiciones (por ejemplo, para modular
la sefializacion celular, angiogénesis, cancer, afecciones inflamatorias, diagnésticos, etc.).

Los kits del presente documento también pueden incluir uno o méas agentes terapéuticos adicionales u otros
componentes adecuados o deseados para la indicacion que se esté tratando o para la aplicacion diagnéstica
deseada. Un agente terapéutico adicional puede estar contenido en un segundo recipiente, si se desea. Los
ejemplos de agentes terapéuticos adicionales incluyen, pero sin limitacion, agentes antineoplasicos, agentes
antiinflamatorios, agentes antibacterianos, agentes antiviricos, agentes angiogénicos, etc.

Los kits del presente documento también pueden incluir una o mas jeringuillas u otros componentes necesarios o
deseados para facilitar un modo de suministro previsto (por ejemplo, stents, depésitos implantables, etc.).

Aunque la invencién anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracion y ejemplo para propdsitos de
claridad de comprension, sera facilmente evidente para un experto habitual en la materia a la luz de las ensefianzas
de la presente invencion que pueden efectuarse determinados cambios y modificaciones a la misma sin apartarse
del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Los siguientes ejemplos se proporcionan solo a modo ilustrativo y de
ningun modo limitativo. Los expertos en la materia reconoceran facilmente una serie de parametros no criticos que
podrian cambiarse o modificarse para proporcionar resultados esencialmente similares.

XIV. EJEMPLOS

METODOS GENERALES. A menos que se indique de otro modo en los ejemplos a continuacion, se usaron los
siguientes métodos generales para la optimizacion génica, la expresion de proteinas a pequefia y gran escala, la
purificacién de proteinas, la elaboracion de perfiles transcripcionales y la exploracién para producir y caracterizar los
polipéptidos de AARS descritos en los ejemplos a continuacion.

SINTESIS GENICA Y CLONACION EN VECTORES DE EXPRESION

Se optimizaron por codones y se clonaron en vectores bacterianos las secuencias de polinucleétidos que codifican
versiones marcadas epitépicamente de los polipéptidos de AARS usando los métodos listados a continuacion.

En el método (1), el ADN optimizado por codones de E. coli (Welch et al., PLoS ONE 4(9): e7007
doi:10.1371/journal.pone.0007002) que codifica cada uno de los polipéptidos de AARS se sintetizé por DNA 2.0
(Menlo Park, CA), y se sintetizaron dos versiones de cada polipéptido de AARS, conteniendo un marcador epitopico
combinado N-terminal o C-terminal que comprende tanto un marcador de seis histidinas como un marcador epitépico
V5.

El ADN que codifica los polipéptidos de AARS marcados N-terminalmente se sintetiza con una extensién 5' que
codifica en orientacion de 5' a 3', un sitio de unién a ribosomas (rbs (subrayado mas adelante)), un sitio de restriccién
de Ndel, un marcador de seis histidinas y un marcador epitdpico V5,
(AGGAGGTAAAACATATGCATCATCATCATCATCACGGTAAGCCTATCCCTAA
CCCTTTGCTCGGTCTCGATTCTACG) (SEQ ID NO 1), que esta fusionado en fase a la fase abierta de lectura
predicha del polipéptido de AARS. En los casos donde el polipéptidos de AARS comprende un resto de metionina
(ATG) de iniciacion nativo predicho o el primer resto de aminoacido del polipéptido de AARS predicho es Met, se
eliminé. Al final de la fase abierta de lectura del polipéptido de AARS predicho, se afiadieron dos codones de parada
en un sitio de Xhol (TAATGACTCGAG) (SEQ ID NO: 2).

EL ADN que codificaba los polipéptidos de AARS marcados en C-terminal se sintetiz6 con una extension 5' que
codificaba un rbs (subrayado méas adelante) y un sitio de restriccion de Ndel que o bien recapitula el codén de inicio
nativo predicho para el polipéptido de AARS o inserta un ATG en fase con la fase abierta de lectura del polipéptido
de AARS predicho, (AGGAGATAAAACATATG) (SEQ ID NO 3). En diferentes realizaciones, el sitio de union a
ribosomas puede comprender las secuencias "AGGAGGTAAAACAT" (SEQ ID NO 4), "AGGAGATAAAACAT" (SEQ
ID NO 5), 0o GAAGGAGATATACAT (SEQ ID NO 6). En el extremo 3' de la fase abierta de lectura del polipéptido de
AARS predicho, se sintetiz6 una extension 3' que codificaba en orden de 5' a 3', un marcador epitépico V5, marcador
de seis histidinas, dos codones de parada y un sitio de Xhol,
(GGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCACCACCATCA  TCACCATTAATGACTCGAG)
(SEQ ID NO 7), que estéa fusionado en fase a la fase abierta de lectura predicha del polipéptido de AARS. En caso
de que el polipéptido de AARS incluyese un coddn de parada nativo predicho, se eliminé.
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Las secuencias de ADN sintetizadas que codificaban los polipéptidos de AARS se subclonaron en el vector
pHExpress411 (DNA 2.0). Después de secuenciar para confirmar la sintesis del producto correcto, los vectores de
expresion se transformaron en bacterias para expresar las proteinas, tal como se describe en mas detalle a
continuacion.

En el método (2), EI ADN optimizado por codones de E. coli (Ermolaeva MD (2001) Curr. Iss. Mol. Biol. 3 (4) 91-7)
que codifica cada polipéptido de AARS se sintetiz6 por GENEWIZ (South Plainfield, NJ). Cada secuencia de
polinucleétido que codificaba el polipéptido de AARS se sintetizé con extensiones 5' y 3' cortas que comprendian
sitios de restriccion Unicos para la posterior clonacion.

Especificamente, se insertd un sitio de restriccion de BabHI en el extremo 5' de la fase abierta de lectura predicha.
En los casos donde el polipéptido de AARS comprendia un resto de metionina (ATG) de iniciacion nativo predicho, o
el primer resto de aminoacido del polipéptido de AARS predicho fuese metionina, se elimind. Ademas, se insertd un
sitio de restriccién de Xhol en el extremo 3' de la fase abierta de lectura predicha. En los casos donde el polipéptido
de AARS comprendia un codén de parada nativo predicho, se eliminé.

Después de la digestion de restriccién, las secuencias de ADN resultantes se subclonaron en vectores pET-24b
modificados (EMD, Gibbstown, NJ) que contenian un marcador epitépico N-terminal (pET24b_N-6XHis/VS), o C-
terminal (pET24b_C-V5/6XHis) combinado que comprendia un marcador epitépico tanto de seis histidinas como V5
(modificacion del vector por GENEWIZ, (South Plainfield, NJ)).

Después de la digestion de restriccion y de la clonacion, se cloné el ADN que codifica el polipéptido de AARS
marcado en el extremo N en el vector marcado en el extremo N (pET24b_N-6XHis/V5), que comprende una
secuencia de ADN 5 que codifica seis  histidinas 'y un marcador  epitopico V5,
(CATATGCATCATCATCATCATCACGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTA  CGGGATCC)
(SEQ ID NO 8), en fase con un coddén de iniciacién (ATG) incluido dentro del sitio de restriccion de Ndel. Esta
extensién 5' se fusiono a la fase abierta de lectura del polipéptido de AARS predicho mediante un enlazador corto de
2 aminoécidos (GS).

En el extremo 3' de la fase abierta de lectura predicha, el ADN que codifica el polipéptido de AARS marcado en el
extremo N comprendia una secuencia de ADN que codificaba una extension de 2 aminoacidos (LE) seguida de dos
codones de terminacion (CTCGAGTAATGA) (SEQ ID NO 9).

Después de la digestion de restriccion y de la clonacion, el ADN que codificaba el polipéptido de AARS marcado en
el extremo C se clon6 en el vector marcado en el extremo C (pET24b_C-V5/6XHis), que comprende una secuencia
5' que codifica un codon de iniciacion (ATG) incluido dentro del sitio de restriccion de Ndel que esta fusionado a la
fase abierta de lectura del polipéptido de AARS predicho mediante un enlazador corto de 2 aminoécidos (GS),
(CATATGGGATCC) (SEQ ID NO 10).

En el extremo 3' de la fase abierta de lectura predicha, la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de AARS
marcado en el extremo C comprende una secuencia de ADN 3' que codifica un enlazador corto de 2 aminoacidos
(LE) seguido de un marcador epitépico V5 seguido de seis histidinas y dos codones de parada.

CTCGAGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCACCAC
CACCACCACCACTAATGA (SEQ. ID. No. 11).

EXPRESION, PURIFICACION Y CARACTERIZACION BIOFiSICA DEL POLIPEPTI DO DE AARS

Se expresaron polipéptidos de AARS marcados con 6xHis en bacterias en un formato de medio rendimiento y/o en
cultivos en matraces a mayor escala dependiendo de la cantidad de proteina requerida. Los polipéptidos de AARS
se purificaron usando cromatografia de afinidad de intercambio i6nico como se describe mas adelante y segun se
especificase para experimentos especificos.

Cultivos bacterianos : Se transformaron 100 ng de vector de expresion que comprendia ADN optimizado por
codones transformado en bacterias E. colicompetentes BL21(DE3) (EMD Chemicals, n.° de cat. 69450) a 42 C
durante 30 segundos en placas de PCR. También se evaluaron las cepas C41(DE3) (Lucigen, n.° de cat. 60442),
HMS174(DE3) (EMD chemicals, n.° de cat. 69453) y Origami2(DE3) (EMD chemicals, n.° de cat. 71345). Las placas
se colocaron sobre hielo durante 2 minutos y se afiadieron 100 pl de medio SOC, seguido de una incubacién durante
1 hora a 37 C. Se afladieron 5 ml de medio de autoin duccién (EMD Chemicals, n.° de cat. 71491) complementado
con canamicina (100 pg/ml) a cada pocillo de un bloque de 24 pocillos (Qiagen, n.° de cat. 19583). Las reacciones
de transformacion se afiadieron a los pocillos individuales, se sell6 el bloque con pelicula adhesiva (VWS, n.° de cat.
60941-078) y se incubod durante una noche a 250 rpm en un agitador a 37 C. Cuando se usaron condicione s de
baja temperatura (25 ), se llevo a cabo la incuba cién durante 48 horas en su lugar.
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Para expresion a mayor escala, se afadieron 200 ml de medio de autoinduccién complementado con canamicina
(100 pg/ml) en matraces Erlenmeyer de 500 ml con tapones ventilados (Corning, n.° de cat. 431401). Las reacciones
de transformacion se afiadieron a los matraces individuales y se incubaron durante 30 horas a 250 en un agitador a
37 C.

Aislamiento de proteina : Después de que el cultivo alcanzase la fase estacionaria (DOsgo tipica de 3-6), se
centrifugaron los bloques a 3600 x g durante 10 minutos. Se aspiré el medio cuidadosamente y se congelaron los
bloques a -80 € o0 -20 T durante 10 minutos. Despu és, se dejaron descongelar los bloques a temperatura ambiente
y se afiadi6é a cada pocillo 1 ml de tampdn de lisis (100 ml de Bugbuster complementado con 200 pl de lisonasa
(EMD chemicals, n.° de cat. 71370) e inhibidores de proteasa "complete mini sin EDTA" (Roche, n.° de cat. 11 836
170 001)). Los sedimentos se resuspendieron pipeteando repetidas veces hasta que no habia grumos visibles y se
transfirieron a tubos Eppendorf, seguido de una incubacion de 10-20 minutos en un agitador a temperatura
ambiente. Después de la centrifugacion a 16.000 g durante 10 minutos a 4 C, se cargaron los lisados e n una placa
TurboFilter 96 incluida en el kit Ni-NTA Superflow 96 BiorRObot (Qiagen, n.° de cat. 969261) y se centrifugaron a
500 g durante 5-10 minutos.

Para expresion a mayor escala, se transfirié el cultivo en fase estacionaria a botellas de 500 ml y se centrifugaron a
6.000 g durante 10 minutos. Se decanté el medio y se almacené el sedimento a -80 C o -20 € antes de s u
posterior procesamiento. Después se dejé descongelar el sedimento a temperatura ambiente y se afiadieron 20 ml
de este tampon a cada botella. Los sedimentos se resuspendieron pipeteando repetidas veces hasta que no habia
grumos visibles, seguido de una incubacién de 20 minutos en un agitador a temperatura ambiente. Después de la
centrifugacién a 10.000 g durante 30 minutos a 4 T, se transfirieron los lisados a tubos o botellas limpias. En caso
de que se transfiriesen cantidades traza de restos durante la transferencia, se centrifugé la muestra de nuevo o se
hizo pasar a través de una membrana de acetato de celulosa de 0,45 um (Corning, n.° de cat. 430314) para su
clarificacion adicional.

Purificacion por afinidad : Se cargd una placa QIAFilter 96 con 200 pl de suspension Ni-NTA Superflow incluida en
el kit Ni-NTA Superflow 96 BioRobot y se equilibré la resina afiadiendo 600 pl de tamp6n de unién (fosfato de sodio
20 mM, cloruro de sodio 500 mM e imidazol 10 mM, pH 7,5). Se aplic6 un vacio de -0,5 bar hasta que todo el tampén
habia pasado a través de la resina. Los lisados celulares aclarados de la etapa anterior se cargaron en la placa
QIAFilter® 96 y se dejaron unir durante 5 minutos. Se aplicé un vacio de -0,1 bar durante aproximadamente 5
minutos hasta que todas las muestras habian pasado a través de la resina. Después, se lavo la resina con 1 ml de
tampon de unidn, seguido de dos lavados con 1 ml de tampén de unién que contenia Triton X-100 al 0,1 %.
Después, se lavo la resina 10 veces con 1 ml de tampén de unioén sin Triton X-100. Los polipéptidos de AARS
marcados con 6xHis unidos se eluyeron con 450 ul de tampdn de elucion (fosfato de sodio 20 mM, cloruro de sodio
500 mM e imidazol 500 mM, pH 7,5) y se almacenaron a 4 C.

Para expresion a mayor escala, una columna desechable vacia "Poly-Prep" (Bio-Rad, n.° de cat. 731-1550) se cargd
con 1 ml de suspension Ni-NTA Superflow (Qiagen, n.° de cat. 30450) y se equilibraron los 0,5 ml de la resina
afiadiendo 5 ml de tampdn de unién. El lisado celular aclarado de la etapa anterior se carg6 en la columna y se dejé
pasar a su través por gravedad. En primer lugar, se lavé la resina con 50 ml de tampén de unién mas Triton X-100 al
0,1 %, después, se lavé con 50 ml de tampdn de unién sin Triton X-100. Los polipéptidos de AARS marcados con
6xHis unidos se eluyeron con 2 ml de tampén de elucién y se almacenaron a 4 C.

Etapas de desalado y pulido : Para los polipéptidos de AARS con una masa molecular > 10 kDa, se enjuagé la
membrana Omega 10K de una placa de filtro AcroPrep 96 (Pall, n.° de cat. 5034) con 20 ul de PBS 1X y se colocé la
placa sobre un colector de vacio (>0,33 bar) hasta que todo el liquido pas6 a su través. Los eluatos de la etapa
anterior (Ni-NTA) se dispensaron en cada pocillo y se aplico vacio hasta que todo el liquido pasé a su través. Estas
etapas se repitieron hasta que el volumen total de eluato (450 pl) se habia procesado. Los polipéptidos de AARS se
recuperaron afiadiendo 180 ul de PBS 1X a pH 7,4 a cada pocillo, pipeteando hacia arriba y hacia abajo 10 veces
con cuidado y después se transfirieron a un bloque limpio. Esta etapa se repitié para dar un volumen total de 360 pl
por pocillo y se almacenoé el bloque a 4 C. Para los polipéptidos de AARS con una masa molecular <10 kDa, se
cargaron los eluatos de Ni-NTA en una unidad de filtrado por centrifugacion Amicon Ultra-15 con membrana Ultracel-
3 (Millipore, n.° de cat. UFC900308), seguido de la adicién de 10 ml de PBS 1X y una centrifugacién a 3.600 g
durante 10-30 minutos hasta que el volumen era menor de 360 pl. Se recuperaron las muestras y se afiadié PBS 1X
hasta un volumen final de 360 pl.

Para retirar las endotoxinas, una placa de filtro AcroPrep Advance con membrana Mustang Q (Pall, n.° de cat. 8171)
se enjuagdé con 300 pl de PBS 1X y se centrifugd a 1.000 g durante 5 minutos para retirar el tampoén. Los
polipéptidos de AARS desalados (360 pl/pocillo) se afiadieron a la placa de filtro y se incubaron sobre un agitador
durante 5-10 minutos. Después, se centrifugé la placa a 1.000 g durante 5-10 minutos y se recogieron las fracciones
de flujo pasante que contenian los polipéptidos de AARS y se almacenaron a 4 TC.

Para expresion a mayor escala, se cargaron los eluatos de Ni-NTA en una unidad de filtrado por centrifugacion

Amicon Ultra-15 con membrana Ultracel-3 Ultracel-10 (Millipore, n.° de cat. UFC900308 o UFC901008) dependiendo
del peso molecular del polipéptido de AARS y después se centrifugaron a 3.600 g durante 10-30 hasta que el
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volumen se redujo a 250 pl. Las muestras se mezclaron en 10 ml de PBS 1X, pH 7,4 y se centrifugaron de nuevo a
3.600 g durante 10-30 minutos hasta que el volumen era de aproximadamente 250 pl. Esta etapa se repitié una vez
mas, se recuperaron los sobrenadantes y se afiadié PBS 1X hasta un volumen final de 1,5 ml.

Para retirar las endotoxinas, una membrana de intercambio aniénico fuerte Sartobind Q 5 (Sartorius, n.° de cat. Q5F)
se enjuag6 con 1 ml de PBS 1X y se hicieron pasar lentamente los polipéptidos de AARS a través de la membrana
usando una jeringuilla de plastico. La fraccion del flujo pasante que contenia los polipéptidos de AARS se recogié en
un bloque de 96 pocillos profundos que se sellé y almacené a 4 C.

Los polipéptidos de AARS marcados con 6xHis expresados en bacterias y encontrados en los cuerpos de inclusion
se purificaron usando cromatografia de afinidad y una serie de etapas de replegamiento, como se describe mas
adelante.

Cultivos bacterianos : Se transformaron 100 ng de plasmido que codificaba cada polipéptido de AARS en bacterias
E. coli BL21(DE3) (EMD Chemicals, n.° de cat. 69450) o C41(DE3) (Lucigen, n.° de cat. 60442) competentes a 42 T
durante 30 segundos en placas para PCR. Las placas se colocaron sobre hielo durante 2 minutos y se afiadieron
100 ul de medio SOC, seguido de una incubacién durante 1 hora a 37 €. Se afiadieron 5 ml de medio de
autoinduccion (EMD Chemicals, n.° de cat. 71491) complementado con canamicina (100 ug/ml) a cada pocillo de un
bloque de 24 pocillos (Qiagen, n.° de cat. 19583). Las reacciones de transformacion se afiadieron a los pocillos
individuales, se sell6 el bloque con pelicula adhesiva (VWS, n.° de cat. 60941-078) y se incubé durante una noche a
250 rpm en un agitador a 37 .

Para expresion a mayor escala, se afadieron 200 ml de medio de autoinduccion complementado con canamicina
(100 pg/ml) en matraces Erlenmeyer de 500 ml con tapones ventilados (Corning, n.° de cat. 431401). Las reacciones
de transformacion se afadieron a los matraces individuales y se incubaron durante 30 horas a 250 en un agitador a
37 C.

Aislamiento : Después de que los cultivos alcanzasen la fase estacionaria (DOeoo tipica de 3-6), se centrifugaron los
bloques a 3.600 x g durante 10 minutos. Se aspir6 el medio cuidadosamente y se congelaron los bloques a -80 T o
-20 T durante 10 minutos. Después, se dejaron desc ongelar los bloques a temperatura ambiente y se afiadié a
cada pocillo 1 ml de tampoén de lisis (100 ml de Bugbuster complementado con 200 pl de lisonasa (EMD chemicals,
n.° de cat. 71370) e inhibidores de proteasa "complete mini sin EDTA" (Roche, n.° de cat. 11 836 170 001)). Los
sedimentos se resuspendieron pipeteando repetidas veces hasta que no habia grumos visibles y se transfirieron a
tubos Eppendorf, seguido de una incubacién de 10-20 minutos en un agitador a temperatura ambiente. Después de
la centrifugacion a 16.000 x g durante 10 minutos a 4 C, se desecharon los lisados solubles y se resu spendieron
exhaustivamente los cuerpos de inclusiéon en tampén de unién desnaturalizante (fosfato de sodio 20 mM, cloruro de
sodio 500 mM, clorhidrato de guanidinio 6 M, imidazol 10 mM, pH 7,5). Las muestras se centrifugaron a 16.000 g
durante 10 minutos y se cargaron los sobrenadantes en una placa TurboFilter 96 incluida en el kit Ni-NTA Superflow
96 BioRobot (Qiagen, n.° de cat. 969261) seguido de centrifugacion a 500 g durante 5-10 minutos. Los filtrados se
recogieron en un bloque limpio de 96 pocillos (Greiner, n.° de cat. 780286).

Para expresion a mayor escala, se transfirié el cultivo en fase estacionaria a botellas de 500 ml y se centrifugaron a
6.000 g durante 10 minutos. Se decanté el medio y se almacené el sedimento a -80 C o -20 € antes de s u
posterior procesamiento. Después se dej6é descongelar el sedimento a temperatura ambiente y se afiadieron 20 ml
de este tampon a cada botella. Los sedimentos se resuspendieron pipeteando repetidas veces hasta que no habia
grumos visibles, seguido de una incubacién de 20 minutos en un agitador a temperatura ambiente. Después de la
centrifugacién a 10.000 g durante 30 minutos a 4 T, se desecharon los lisados solubles y se resuspendieron
exhaustivamente los cuerpos de inclusién en tampén de unién desnaturalizante.

Purificacion por afinidad : Se cargd una placa QIAFilter 96 con 200 pl de suspension Ni-NTA Superflow incluida en
el kit Ni-NTA Superflow 96 BioRobot y se equilibr6 la resina afiadiendo 600 pl de tampdn de unién desnaturalizante
(véase mas arriba). Se aplicé un vacio de -0,5 bar hasta que todo el tampdn habia pasado a través de la resina. Las
muestras desnaturalizadas aclaradas de la etapa anterior se cargaron en la placa QIAFilter® 96 y se dejaron unir
durante 5 minutos. Se aplicé un vacio de aproximadamente -0,1 bar durante aproximadamente 5 minutos hasta que
todas las muestras habian pasado a través de la resina. Después, se lavo la resina con 1 ml de tampon de union
desnaturalizante, seguido de cinco lavados con 1 ml de tampén de unioén desnaturalizante que contenia Triton X-100
al 0,1 %. Después, se lavé la resina 15 veces con 1 ml de tampon de unién desnaturalizante sin Triton X-100. Los
polipéptidos de AARS marcados con 6xHis unidos se eluyeron después con 450 pl de tampon de elucion
desnaturalizante (fosfato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 500 mM, clorhidrato de guanidinio 6 M e imidazol
500 mM, pH 7,5) y se almacenaron a 4 C.

Para expresion a mayor escala, una columna desechable vacia "Poly-Prep" (Bio-Rad, n.° de cat. 731-1550) se cargd
con 1 ml de suspension Ni-NTA Superflow (Qiagen, n.° de cat. 30450) y se equilibraron los 0,5 ml de la resina
afnadiendo 5 ml de tampon de union desnaturalizante (véase lo anterior). Los cuerpos de inclusion desnaturalizados
de la etapa anterior se cargaron entonces en la columna y se dejaron pasar a su través por gravedad. En primer
lugar, se lavo la resina con 50 ml de tampdn de unién desnaturalizante mas Triton X-100 al 0,1 %, después, se lavo
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con 50 ml de tampdn de unién desnaturalizante sin Triton X-100. Los polipéptidos de AARS marcados con 6xHis
unidos se eluyeron con 2 ml de tampdn de elucion desnaturalizante y se almacenaron a 4 C.

Replegamiento : Para polipéptidos de AARS de >10 kDa, se enjuagé la membrana Omega 10K de una placa de
filtro AcroPrep 96 (Pall, n.° de cat. 5034) con 20 pl de PBS 1X y se coloco la placa sobre un colector de vacio (>0,33
bar) hasta que todo el liquido pas6 a su través. Los eluatos de la etapa anterior (Ni-NTA) se dispensaron en cada
pocillo y se aplicé vacio hasta que todo el liquido pasé a su través. Estas etapas se repitieron hasta que el volumen
total de eluato (450 pl) se habia procesado. Los polipéptidos de AARS se recuperaron afiadiendo 200 pul de tampon
de replegado que contenia Tris 50 mM, cloruro de sodio 250 mM, cloruro de potasio 10 mM, cloruro de magnesio
2 mM, cloruro de calcio 2 mM, sacarosa 400 mM, arginina 500 mM, DTT 1 mM y polisorbato 80 al 0,01 %, pH 7,4) a
cada pocillo, pipeteando hacia arriba y hacia abajo 10 veces con cuidado y después se transfirieron a un bloque
limpio. Esta etapa se repiti6 para dar un volumen total de 400 pl por pocillo y se colocé el bloque sobre el agitador
durante una noche a 4 C. Para polipéptidos de AARS <1 0 kDa, se cargaron los eluatos de Ni-NTA en una unidad de
filtrado por centrifugacién Amicon Ultra-15 con membrana Ultracel-3 (Millipore, n.° de cat. UFC900308), seguido de
la adicién de 10ml de tampén de replegamiento y una centrifugacion a 3.600 g durante 10-30 minutos hasta que el
volumen era menor de 400 pl. Se recuperaron las muestras y se afiadié tampén de replegamiento hasta un volumen
final de 400 pl. Las muestras se transfirieron a un bloque de 96 pocillos, se sellé con pelicula y se coloco sobre un
agitador durante una noche a 4 C.

Para cultivos a mayor escala, se cargaron los eluatos de Ni-NTA en una unidad de filtrado por centrifugacion Amicon
Ultra-15 con membrana Ultracel-3 Ultracel-10 (Millipore, n.° de cat. UFC900308 o UFC901008) dependiendo del
peso molecular del polipéptido de AARS y después se centrifugaron a 3.600 g durante 10-30 hasta que el volumen
se redujo a aproximadamente 500 pl. Para los polipéptidos de AARS con un pl > 7, las muestras se diluyeron 20
veces en el siguiente tampon: acetato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 10 mM, cloruro de potasio 0,4 mM, EDTA
1 mM, sacarosa 400 mM, arginina 500 mM, DTT 1 mM y polisorbato 80 al 0,01 %, pH 6,0. Para los polipéptidos de
AARS con un pl < 7, las muestras se diluyeron 20 veces en el siguiente tampén: Tris 50 mM, cloruro de sodio
250 mM, cloruro de potasio 10 mM, cloruro de magnesio 2 mM, cloruro de calcio 2 mM, sacarosa 400 mM, arginina
500 mM, DTT 1 mM y polisorbato 80 al 0,01 %, pH 8,0. Las muestras se incubaron en un agitador a 4 C d urante
una noche.

Etapas de desalado y pulido : Después de cultivar durante toda la noche, se centrifugé el bloque de 96 pocillos a
3.600 g para retirar cualquier agregado potencial. Después se sometié a los sobrenadantes a intercambio de tampén
con PBS 1X (Invitrogen, n.° de cat. 10010). Para polipéptidos de AARS de >10 kDa, se enjuagd la membrana
Omega 10K de una placa de filtro AcroPrep 96 con 20 pl de PBS 1X y se coloco la placa sobre un colector de vacio
(>0,33 bar) hasta que todo el liquido pasé a su través. Las muestras en el tampén de replegamiento se dispensaron
en cada pocillo y se aplicé el vacio hasta que todo el liquido habia pasado a su través. Estas etapas se repitieron
hasta que el volumen total de muestra (400 pl) se habia procesado. Los polipéptidos de AARS se recuperaron
afiadiendo 180 pl de PBS 1X a pH 7,4 a cada pocillo, pipeteando hacia arriba y hacia abajo 10 veces con cuidado y
después se transfirieron a un bloque limpio. Esta etapa se repiti6 para dar un volumen total de 360 pul por pocillo y se
almaceno el bloque a 4 . Para los polipéptidos de AARS de <10 kDa, se cargaron las muestras replegadas en una
unidad de filtrado por centrifugacion Amicon Ultra-15 con membrana Ultracel-3 (Millipore, n.° de cat. UFC900308)
seguido de la adicién de 1 ml de PBS 1X y centrifugacién a 3.600 g durante 10-30 minutos hasta que el volumen era
menor de 360 pl. Se recuperaron las muestras y se afiadié PBS 1X hasta un volumen final de 360 pl.

Para retirar las endotoxinas, una placa de filtro AcroPrep Advance con membrana Mustang Q (Pall, n.° de cat. 8171)
se enjuag6é con 300 pl de PBS 1X y se centrifugd a 1.000 g durante 5 minutos para retirar el tampén. Los
polipéptidos de AARS (360 pl/pocillo) se afiadieron a la placa de filtro y se incubaron sobre un agitador durante 5-10
minutos. Después, se centrifugd la placa a 1.000 g durante 5-10 minutos y se recogieron las fracciones de flujo
pasante que contenian los polipéptidos de AARS y se almacenaron a 4 C.

Para cultivos a mayor escala, después de incubar durante una noche, se centrifugaron las muestras replegadas a
10.000 g durante 10 minutos para retirar cualquier agregado insoluble. El sobrenadante se cargé sobre una unidad
de filtro de centrifugacion Amicon Ultra-15 y se centrifugd a 3.600 g hasta que el volumen se habia reducido a 250
pl. Las muestras se mezclaron en 10 ml de PBS 1X y se centrifugaron de nuevo a 3.600 g durante 10-30 minutos
hasta que el volumen era de aproximadamente 250 pl. Obsérvese que el pH del PBS 1X se ajust6 para que
coincidiese con el pH del tampo6n de replegamiento, a pH 6,0 o pH 8,0. Esta etapa se repiti6 una vez mas, se
recuperaron los sobrenadantes y se afiadié PBS 1X hasta un volumen final de 1,5 ml.

Para retirar las endotoxinas, una membrana de intercambio aniénico fuerte Sartobind Q 5 (Sartorius, n.° de cat. Q5F)
se enjuagod con 1 ml de PBS 1X y se hicieron pasar lentamente los polipéptidos de AARS a través de la membrana
usando una jeringuilla de plastico. La fraccion del flujo pasante que contenia los polipéptidos de AARS se recogi6 en
un bloque de 96 pocillos profundos que se sell6 y almacené a 4 C.

CARACTERIZACION BIOFISICA : Todos los polipéptidos de AARS purificados se analizaron mediante SDS-PAGE,

determinandose su concentracion basandose en la Az Y el coeficiente de extincion calculado (ProtParam en el
servidor EXPASY). Se midieron los niveles de endotoxina mediante el ensayo de criterio de valoracién cromogénico
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LAL QCL-1000 (Lonza, n.° de cat. 50-648U) segun las instrucciones del fabricante.

Dispersion de luz dinamica : Se calentaron un instrumento DynaPro 99 de Wyatt Technology y el controlador de la
temperatura (20 C) durante 15 minutos antes del ex perimento seguido de la conexion del programa informatico
Dynamics al instrumento. El tiempo de adquisicion se ajusté a 10 segundos para multiples adquisiciones y se ajusté
la potencia del laser al 100 %. Se lavo exhaustivamente la cubeta de cuarzo con agua desionizada y metanol antes
de la adicion de la muestra de proteina (15ul a una concentracién de aproximadamente 1 mg/ml en PBS). Se
retiraron las burbujas de aire golpeando suavemente la cubeta antes de insertarla en el soporte con el lado
congelado hacia la izquierda. En caso de que la intensidad fuese demasiado elevada (se muestra un mensaje de
advertencia en la pantalla), se diluye adicionalmente la muestra con PBS hasta que la intensidad se reduce hasta un
intervalo normal. Los datos recogidos incluyen el radio hidrodinamico, polidispersidad, peso molecular medio
predicho, porcentaje de intensidad y porcentaje de masa.

Cromatografia de exclusion por tamafios : La muestra de proteina se diluyd hasta una concentracién de
aproximadamente 5-10 mg/ml en PBS antes de cargarla en un asa de muestra de 100 pl en el dispositivo de FPLC
AKTA de General Electric. Para la separacion, se usé la columna de exclusiéon por tamafios Superdex 200 10/300
GL (General Electric, n.° de cat. 17-5175-01). En primer lugar, la columna se equilibré con 1,5 volimenes de
columna (VC) de tampon PBS 1X, seguido de la inyeccion de la muestra. La columna se corrié con 1 VC de tampdn
PBS 1x (flujo isocratico) controlando la absorbancia a 280 nm. Se integr6 el area maxima y se calculd el porcentaje
con el programa informatico Unicorn. Se us6 le volumen de elucion para estimar el peso molecular basandose en la
comparacion con kits de calibracion de filtracion en el (General Electric, n.° de cat. 28-4038-41 y 28-4038-42).

Recuperacion de proteina tras su almacenamiento a a Ita concentracidon : se transfiieron 10 ul de los
polipéptidos de AARS concentrados a = 10 mg/ml usando una unidad de filtro Amicon Ultra-15 (Millipore, n.° de cat.
UFC901024 o UFC900324 dependiendo del peso molecular) a un tubo de microcentrifugacion limpio. La muestra se
almacend a temperatura ambiente durante una semana seguido de centrifugacién a 16.000 g durante 10 minutos
para aglomerar cualquier precipitado. Se determind la concentracion del sobrenadante mediante un ensayo de
proteina Bradford y se comparé con la concentracion medida antes de la exposicién de una semana a temperatura
ambiente. La recuperacion se expresé como porcentaje de la concentracion inicial.

Caracterizacién de los polipéptidos de AARS por CL-EM  : Se diluyeron polipéptidos de AARS purificados
(1 mg/ml) a 1:10 en acido férmico al 0,1 % y se cargaron 0,6 ug de proteina con un automuestreador Dionex en una
columna capilar C4. La columna capilar se preparé cortando 150 mM de tubos de silice fusionado (0,36 mM de DE
por 0,1 mM de DI, Polymicro Technologies, n.° de cat. 2000023). El capilar se estird6 desde un extremo con un
instrumento laser para estirar fibras de Suter y se corté con un cortador de silice fusionado para generar una punta
de 5 um. El capilar se empaquet6 hasta una longitud de 75 mM con resina C4 (5um, 300A, Michrom, n.° de cat.
PM5/64300/00) usando una bomba de presion. Se llevé a cabo el analisis CL-EM en un espectrometro de masas de
trampa iénica ThermoFisher LTQ acoplado a un sistema HPLC Dionex Ultimate3000. El analito se eluy6 de la
columna usando un gradiente de 35 minutos de acetonitrilo al 5-70 % en &cido férmico al 0,1 % a un caudal de 0,9
pl/min. ElI LTQ se hizo funcionar en un modo de escaneo de EM completo (300-2.000 m/z) con un voltaje de
pulverizacién de 2,5 kV.

Recogida y andlisis de datos: los datos de espectrometria de masas en bruto se almacenaron en archivos RAW
generados mediante XCalibur ejecutado en el espectrometro de masas LTQ XL. Los espectros de masas de los
picos principales en el cromatdgrafo se analizaron adicionalmente con el algoritmo de desconvolucién ProMass de
ThermoFisher para obtener los pesos moleculares del polipéptido de AARS.

ANALISIS FUNCIONAL DE POLIPEPTIDOS DE AARS
Elaboracion de perfiles transcripcionales

Antecedentes y relevancia terapéutica : Ademas de las técnicas de identificacion de dianas tradicionales, han
surgido recientemente las herramientas genémicas como estrategias importantes para ayudar en la dilucidacién del
mecanismo de accion de los polipéptidos de AARS y pueden proporcionar una perspectiva directa acerca de la
relevancia terapéutica de manera temprana en el proceso de descubrimiento de farmacos. Para facilitar una
comprension de la utilidad terapéutica potencial, se cultivaron tipos celulares humanos primarios con polipéptidos de
AARS y se evaluaron los perfiles de transcripcion en dos instantes separados después de la incubacion con
polipéptidos de AARS.

Los tipos celulares seleccionados para la elaboracion de perfiles transcripcionales estaban basados en las
capacidades pluripotentes de las células en cuestion y su potencial para identificar polipéptidos de AARS con un
valor terapéutico directo. Por ejemplo, las células madre mesenquimales (MSC) pueden diferenciarse en linajes
osteogénicos, adipogénicos, condrogénicos, miocardicos o neurales cuando se exponen a estimulos especificos,
haciendo que sean atractivas para comprender la relevancia potencial de los polipéptidos de AARS para una gran
variedad de tipos celulares y enfermedades.
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Ademas de apoyar a las células hematopoyéticas, también puede inducirse a las células estromales de la médula
para que se diferencien en células de diferentes linajes de tejido conectivo, tales como hueso, cartilago y grasa. El
potencial de las células madre mesenquimales humanas (hMSC) para mantener la multipotencia y proliferar de
manera extensa in vitro proporciona nuevas vias de terapia basada en células para restaurar el tejido dafiado o
enfermo. Articulos recientes indican también que las hMSC son capaces de atravesar los limites de la capa germinal
del destino celular. Ademas de diferenciarse en multiples linajes del mesodermo, estas células también pueden
diferenciarse en neuronas de origen ectodérmico y en células similares a hepatocitos de origen endodérmico.
Durante el proceso de diferenciacion, estas células pueden modificar los patrones de expresion de determinados
transcritos especificos de linaje.

Por consiguiente, la capacidad de los polipéptidos de AARS especificos para modular patrones especificos de genes
en las hMSC de una manera dependiente del tiempo demuestra que estas proteinas desempefian potencialmente
papeles significativos en una gran variedad de vias de diferenciacion, asi como enfermedades y trastornos que son
el resultado de la disfuncidon o del deterioro de estos procesos o los correspondientes tipos celulares. Ademas, los
polipéptidos de AARS con la capacidad de modular la transcripcion génica en las MSC tienen una utilidad
terapéutica significativa para permitir la modulacién in vitro o in vivo de la hematopoyesis, neurogénesis, miogénesis,
osteogénesis y adipogénesis, asi como en una gran variedad de trastornos y enfermedades, que incluyen, por
ejemplo, respuestas inflamatorias, autoinmunidad, cancer, degeneracion neuronal, distrofia muscular, osteoporosis y
lipodistrofia.

Las células musculares esqueléticas humanas (HSkMC) pueden sufrir diferenciacion para mostrar miofilamentos de
actina y miosina y se han usado en el estudio de enfermedades musculares genéticas, tales como la hipertermia
malignal. Las HSkMC también tienen el potencial de actuar como injerto cardiaco, reparando el dafio al corazén.
Recientemente, se han usado células musculares esqueléticas humanas cultivadas en experimentos de
microgravedad para estudiar los efectos de los ambientes con baja gravedad en el misculo esquelético.

Por consiguiente, la capacidad de los polipéptidos de AARS especificos para modular patrones especificos de genes
en las HSKMC de una manera dependiente del tiempo demuestra que estas proteinas desempefian potencialmente
papeles significativos en los procesos de miogénesis, asi como enfermedades y trastornos que son el resultado de la
disfuncion o el deterioro de estos procesos, asi como el desarrollo o metabolismo de las células musculares. Por
consiguiente, los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular la transcripcion génica en células musculares
tienen utilidad terapéutica en una gran variedad de enfermedades que incluyen, por ejemplo, el tratamiento de
enfermedades metabdlicas, caquexia, varias afecciones de emaciacion muscular, asi como enfermedades
musculoesqueléticas.

Métodos : Se evalud la capacidad de los polipéptidos de AARS para modular la expresion génica usando una
estrategia de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) de microfluidos de alto rendimiento (Fluidigm Corporation).
(Véase Petriv et al.,, (2010) PNAS (do0i/10.1073/pnas.1009320107) en células estromales de médula humanas
(HMSC) y células musculares esqueléticas humanas (HSKMC). En los experimentos comunicados en el presente
documento, se adquirieron HSKMC humanas (n.° de cat. 150-05f) y HMSC (n.° de cat. 492-05f) de Cell Applications.
Las células HMSC se criopreservan en el segundo pase y pueden cultivarse y propagarse hasta 10 duplicaciones de
la poblacién. En este caso, se usaron HMSC en el 6° pase. Las células musculares esqueléticas humanas (HSkMC)
se criopreservan en el segundo pase y pueden cultivarse y propagarse hasta al menos 15 duplicaciones de la
poblacién. En los experimentos comunicados en el presente documento se usaron HSKMC en el pase 6 después de
la recogida de un donante humano normal.

En ambos casos, las células se sembraron a 50000 células/ml en un volumen de 100 pl de medio de crecimiento y
se expusieron a polipéptidos de AARS a una concentracion de 250 nM o como se indica a continuaciéon de otro
modo, durante 24 horas y 72 horas. Los controles incluyeron medio de diferenciacién con un céctel estandar para
promover (1) la adipogénesis, (2) la osteogénesis, (3) la condrogénesis y (4) la formacion de miotubos de musculo
esquelético. Los controles adicionales incluyeron pocillos no tratados que contenian Unicamente medio de
crecimiento. Se analizaron dos pocillos para cada control de diferenciacién. Controles: todos los medios se
elaboraron utilizando DMEM como medio basal. Se siguié la bibliografia estandar y se adquiri6 el medio de
diferenciacion de Cell Applications. Segun el vendedor, el medio de diferenciacion contenia los siguientes aditivos:
Céctel de diferenciacion de musculos esqueléticos: FBS, insulina, glutamina, FGF, EGF; Coctel de adipogénesis:
insulina, dexametasona e IBMX; Céctel de osteogénesis: FBS, dexametasona, ascorbato 2 fosfato, beta-
glicerofosfato; Coctel de condrogénesis: insulina, ascorbato -2 fosfato y TGF-B1.

Se utilizaron procedimientos estandar para usar un kit TAQMAN® Gene Expression Cells-to-CT™ de ABI (Applied
Biosystems, articulo n.° AM 1728) para lisar las células y recoger el material gendmico. Se us6 una mezcla ABI Pre-
Amp (Applied Biosystems, articulo n.° 4391128) para iniciar la pre-amplificacion. Se crearon cebadores especificos
de genes usando un programa Primer 3 adquirido de IDT Technologies. Se usaron matrices de elaboracién de
perfiles Fluidigm (articulo n.° BMK-M-96.96) para la PCR cuantitativa real con reactivos de carga de Fluidigm
convencionales y dispositivos de pipeteado. La tabla E1 a continuacion lista los genes de los que se elaboraron los
perfiles.
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Tabla E1
Lista de genes evaluados en la elaboracién de perfi  les transcripcionales
Lista Gnica Sinénimos
compilada refseq_nt Nombre completo
Casete de union a ATP, | ABC-1|ABC1|CERP|FLJ14958| HDLDT1
subfamilia A (ABC1), IMGC164864|MGC165011|TGD
ABCAl NM_005502 miembro 1
ACTB NM_001101 actina, beta PS1TP5BP1
ACTG1 NM_001614 actina, ga mMa 1 ACT|ACTG|DFNA20|DFNA26
receptor de activina A, |ACTRIIB|ActR-IIB][MGC116908
ACVR2B NM_001106 tipo IIB
APOALl NM_000039 apolipoproteina A-I MGC117399
traslocador nuclear del | HIF-1beta|HIF1B|HIF1BETA| TANGO |bHLHe2
receptor de
ARNT NM_178427 hidrocarburos de arilo
agonista de la muerte BBC2|BCL2L8
BAD NM_032989 celular asociado a BCL2
CLL/linfoma de células B|Bc1-2
BCL2 NM_000657 2
proteina morfogenética | BMP2A
BMP2 NM_001200 Osea 2
proteina morfogenética |BMP2B|BMP2B1|MCOPS6|OFC11 | ZYME
BMP4 NM_130851 Osea 4
receptor 1 del AZ3B|C3AR|HNFAGO09
componente de
C3AR1 NM_004054 complemento 3a
caspasa 3, cisteina CPP32|CPP32B|SCA-1
peptidasa relacionada
CASP3 NM 032991 con la apoptosis
caveolina 1, proteina BSCL3|CGL3|MSTP085|VIP21
CAV1 NM_001753 caveolae, 22kDa
cadherina 5, tipo 2 7B4|CD144|FLJ17376
CDH5 NM_001795 (endotelio vascular)
CASH|CASP8AP1|CLARP|Casper| FLAME|FLAME-
regulador de la apoptosis| 1|FLAME1|FLIP |I-FLICE|MRIT| c-FLIP|c-FLIPL| c-
CFLAR NM_003879 similar a CASP8 y FADD | FLIPR|c-FLIPS
proteina de matriz EDM1|EPD1|MED|MGC131819] MGC149768|
COMP NM_000095 oligomérica de cartilago | PSACH|THBS5
factor estimulante de MCSF|MGC31930
CSF1 NM 172212 colonias 1 (macrofagos)
factor de crecimiento de | CCN2|HCS24|IGFBP8|MGC10283 9| NOV2
CTGF NM_ 001901 tejido conectivo
catenina (proteina CTNNB|DKFZp686D02253| FLJ25606| FLJ37923
asociada a cadherina),
CTNNB1 NM_001904 beta 1, 88kDa
activador de la FLJ41657|KIAA0666
morfogénesis 1 asociado
DAAM1 NM_014992 a dishevelled
ELN NM_001081755 |elastina FLJ38671|FLJ43523|SVAS|WBS|W S
ENO1 NM_001428 enolasa 1, (alfa) ENO1L1|MPB1|NNE|PPH
proteina de unién a FABP11|H-FABP|MDGI|O-FABP
acidos grasos 3,
musculo y corazén
(inhibidor del crecimiento
FABP3 NM_004102 derivado de mama)
FAK NM_001199649 |cinasa de adhesion focal | fakl
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FGF4

NM

002007

factor de crecimiento de
fibroblastos 4

HBGF-4|HST|HST-1|HSTF1|K-FGF| KFGF

FIGF

NM

004469

factor de crecimiento
inducido por c-fos (factor
de crecimiento endotelial
vascular D)

VEGF-D|VEGFD

FLT1

NM

002019

tirosina cinasa 1
relacionada con fms
(factor de crecimiento
endotelial
vascular/receptor de
factor de permeabilidad
vascular)

FLT|VEGFR1

FOXAl1

NM

004496

caja Al de forkhead

HNF3A|MGC33105|TCF3A

GAPDH

NM

002046

gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

G3PD|GAPD|MGC88685

GFAP

NM

002055

proteina acida glialfibrilar

FLJ45472

SLC2A4

NM

001042

familia de transportador
de soluto 2
(transportador de
glucosa facilitado),
miembro 4

GLUT4

HAND1

NM

004821

derivados de la cresta
neural y cardiaca
expresados 1

Hxt|Thing1|bHLHa27|eHand

HIF1A

NM_181054

factor inducible por
hipoxia 1, subunidad alfa
(factor de transcripcion
de hélice-bucle-hélice
basico)

HIF-1alfa|HIF1|HIF1-ALFA|MOP1|PASDS8|bHLHe78

HK2

NM

000189

hexocinasa 2

DKFZp686M1669|HKIIJHXK2

HMGB1

NM

002128

caja 1 de grupo de alta
movilidad

DKFZp686A04236|HMG1|HMG3| SBP-1

HNF4A

NM

178850

factor nuclear de
hepatocitos 4, alfa

FLJ39654|HNF4|HNF4a7|HNF4a8| HNF4a9|
HNF4alpha]MODY|MODY1|NR2A 1
INR2A21|TCF|TCF14

HPRT1

NM

000194

hipoxantina
fosforibosiltransferasa 1

HGPRT|HPRT

HSPB1

NM_001540

proteina 1 de choque
térmico de 27kDa

CMT2F|DKFZp586P1322|HMN2B|
HS.76067|HSP27|HSP28|Hsp25|SRP27

ICAM1

NM

000201

molécula de adhesién
intercelular 1

BB2|CD54|P3.58

IFNG

NM

000619

interferén, ga mMa

IFG|IFI

IGF1

NM

001111285

factor de crecimiento
insulinico 1
(somatomedina C)

IGF-1|IGF1A|IGFI

IGF2

NM

001127598

factor de crecimiento
insulinico 2
(somatomedina A)

C110rf43|FLJ22066|FLI44734|INSI GF| pp9974.

IGFBP3

NM

001013398

proteina de union 3 al
factor de crecimiento
insulinico

BP-53|IBP3

IGFBP5

NM

000599

proteina de unién 5 al
factor de crecimiento
insulinico

IBP5

IKBKB

NM_

001556

inhibidor del potenciador
de gen de polipéptido
ligero kappa en células

B, cinasa beta

FLJ33771|FLJ36218|FLJ38368|FLJ 40509] IKK-
beta|IKK2|IKKB|MGC131801 |[NFKBIKB
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IL10 NM_000572 interleucina 10 CSIF|IL-10|L10A|IMGC126450] MGC126451|TGIF
IL1B NM_000576 interleucina 1, beta IL-1]IL1-BETA|IL1F2
interleucina 3 (factor IL-3|MCGF|MGC79398|MGC79399| MULTI-CSF
estimulante de colonias,
IL3 NM_000588 multiple)
IL4 NM_172348 interleucina 4 BCGF-1|BCGF1|BSF1|IL-4] MGC79402
interleucina 5 (factor EDF|IL-5|TRF
estimulante de colonias,
IL5 NM_000879 eosindfilos)
receptor de interleucina | CD126|IL-6R-1|IL-6R-alpha|lLBRA|MGC104991
IL6R NM_181359 6
CXCL8|GCP1|GCP1|LECT|LUCT| LYNAP|MDNCF
IL8 NM_000584 interleucina 8 [MONAP|NAF|NAP-1|NAP1
integrina, alfa 5 (receptor| CD49e|FNRA|VLASA
de fibronectina,
ITGAS NM_002205 polipéptido alfa)
receptor del dominio de |CD309|FLK1|VEGFR|VEGFR2
insercion de cinasa (una
tirosina cinasa receptora
KDR NM_002253 de tipo 11I)
LEP NM_000230 leptina FLJ94114|OB|OBS
LPL NM_000237 lipoproteina lipasa HDLCQ11|LIPD
proteina cinasa 11 P38B|P38BETA2|PRKM11|SAPK2| SAPK2B |p38-
MAPK11 NM_002751 activada por mitégeno | 2|p38Beta
metalopeptidasa de CLG|CLGN
matriz 1 (colagenasa
mMP1 NM_002421 intersticial)
metalopeptidasa de CHDS6|MGC126102|MGC126103 [IMGC126104| mMP-
matriz 3 (estromelisina 1,| 3|SL-1|STMY|STMY1|STR1
mMP3 NM 002422 progelatinasa)
miosina, cadena pesada | MGC133384|MYHSA1|MYHa| MyHC-2X/D|MyHC-2x
1, musculo esquelético,
MYH1 NM_005963 adulto
AAT4|DKFZp686D10126| DKFZp686D19237|
miosina, cadena pesada | FAA4|fLJ35232|MGC126726] MGC32963|
MYH11 NM_022844 11, masculo liso SMHC|S mMHC
miosina, cadena pesada | CMD1S|CMH1|DKFZp451F047| MGC138376|
7, musculo cardiaco, MGC138378|MPD1|MYHCB| SPMD|SP mM
MYH7 NM_000257 beta
diferenciacion miogénica | MYF3|MYOD|PUM|bHLHc1
MYOD1 NM_002478 1
factor nuclear de células | MGC138448|NFATC|NFAT2|NFATc
T activadas,
citoplasmatico,
dependiente de
NFATC1 NM_172390 calcineurina 1
factor nuclear de células | NFAT1|NFATP
T activadas,
citoplasmatico,
dependiente de
NFATC2 NM_173091 calcineurina 2
factor nuclear del DKFZp686C01211|EBP-1|KBF1| MGC54151| NF-
potenciador de gen de | kappa-B|NF-kappaB|NFKB-p105| NFKB-p50|p105|p50
polipéptido ligero kappa
NFKB1 NM_003998 en células B 1
sintasa de oxido nitrico | HEP-NOS|INOS|NOS|NOS2A
NOS2 NM_000625 2, inducible
NOTCH1 NM_017617 notch 1 TAN1|hN1
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subfamilia 3 de receptor
nuclear, grupo C,
miembro 1 (receptor de

GCCR|GCRI|GR|GRL

NR3C1 NM_0010240 94 |glucocorticoides)
NRP2 NM_201279 neuropilina 2 MGC126574|NP2|NPN2|PRO2714] VEGF165R2
PAX7 NM_013945 caja emparejada 7 FLJ37460|HUP1|PAX7B|RMS2
polipéptido beta de factor| FLJ12858|PDGF2|SIS|SSV|c-sis
de crecimiento derivado
de plaquetas (homologo
de oncogén de sarcoma
PDGFB NM 033016 viral de simio (v-sis))
piruvato deshidrogenasa | FLJ40832
PDK4 NM 002612 cinasa, isozima 4
fosfolipasa A2, grupo IB | MGC119834|MGC119835|PLA2 |PLA2A| PPLA2
PLA2G1 B |NM_000928 (pancreas)
proteina asociada a perilipina
PLIN1 NM_002666 microgotas lipidicas
receptor ga mMa CIMT1|GLM1|NR1C3|PPARG1| PPARG2]
activado por proliferador | PPARga mMa
PPARG NM 138712 de peroxisomas
QARS NM_ 005051 glutaminil-ARNt sintetasal| GLNRS|PR02195
familia de genes ARH12|ARHA|RHO12|RHOH12
homoélogos de ras,
RHOA NM_001664 miembro A
factor de transcripcion 1 | AML1|AML1-EVI-1 |AMLCR1|CBFA2|EVI-1| PEBP2aB
RUNX1 NM_001754 relacionado con runt
receptor X de retinoides, | FLJ00280|FLJ00318|FLJ16020| FLJ16733
RXRA NM_002957 alfa [MGC102720|NR2B1
inhibidor de serpin PAI|PAI-1 |PAI1|PLANH1
peptidasa, clado E
(nexina, inhibidor del
activador de
plasminégeno de tipo 1),
SERPINE1 |NM_0011654 13 |miembro 1
miembro 2 de la familia |JV18|JV18-1|MADH2|MADR2| MGC22139|
SMAD2 NM_005901 de SMAD MGC34440|hMAD-2]hSMAD2
miembro 4 de la familia | DPC4|JIP|[MADH4
SMAD4 NM_005359 de SMAD
retrotranscriptasa de EST2|TCS1|TP2|TRT|hEST2
TERT NM_198255 telomerasa
factor de crecimiento CED|DPD1|LAP|TGFB|TGFbeta
TGFB1 NM 000660 transformante, beta 1
factor de crecimiento ARVD|FLJ16571|TGF-beta3
TGFB3 NM 003239 transformante, beta 3
THBS4 NM_003248 trombospondina 4 TSP4
factor de necrosis DIF|TNF-alfa| TNFA|TNFSF2
TNF NM_000594 tumoral
M40|MGC117247|MGC16435| OK/SW-c1.56|TU13B1|
TUBB NM_178014 tubulina, beta TUBB5
TUBB1 NM 030773 tubulina, beta 1 isoforma beta (1) de tubulina
TUBG1 NM_001070 tubulina, ga mMa 1 GCP-1|TUBG|TUBGCP1
molécula de adhesidn CD106|DKFZp779G2333|INCAM-100|MGC99561
VCAM1 NM_080682 celular vascular 1
factor de crecimiento MGC70609|MVCD1|VEGF|VPF
VEGFA NM_003376 endotelial vascular A
VIM NM_003380 vimentina FLJ36605
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proteina de via de CCN4|WISP1c|WISP1i|WISP1tc
sefializacién 1 inducible
WISP1 NM 080838 por WNT1

familia de sitio de INT1
integracion mMTV de

WNT1 NM_005430 tipo wingless, miembro 1

Analisis bioinformatico : Los datos recopilados en formato .csv de la maquina Biomark por Fluidigm se convirtieron
en un formato tabulado que incluia muestra, ARNm e informacion de replicado junto con el valor de fluorescencia en
bruto. Las reacciones PCR que fallaron se marcaron como ausentes. Se combinaron multiples experimentos
después de normalizar a la expresion total de las especies de ARNm. Toda la expresion medida de ARNm se filtrd
basandose en el requisito de deteccion en al menos 2 de todos los replicados bioldgicos ensayados. Los presentes
inventores evaluaron la media técnica, biolégica y de desviacion ajustada en todo el conjunto de datos.

Para el andlisis de los datos, se normalizaron en primer lugar los valores de Ct para todos los genes a los valores de
Ct promediados para genes constitutivos de la muestra correspondiente para obtener valores de ACt (ACt = Ct del
gen - Ct medio de genes constitutivos). Después se normalizaron los genes de cada muestra al mismo gen en un
control no tratado para obtener valores de AACT (AACt =ACt de muestra de control - ACt de muestra tratada).

Para obtener los valores de factor de cambio, se someten los genes regulados positivamente (es decir, AACt
mayores de 0) al siguiente calculo: Factor de cambio = 2*"AACt. Para genes regulados negativamente (es decir,
AACt menores de 0): Factor de cambio = -(2"|AACH|).

ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR (ENSAYOS A1-A11 EN LAS TABLAS DE DATOS MAS ADELANTE)

Antecedentes y relevancia terapéutica : La capacidad de modular la velocidad de proliferaciéon celular y de
apoptosis de diferentes tipos celulares representa una propiedad fundamental de muchos compuestos terapéuticos y
tiene una relevancia directa en el tratamiento y la prevencién de una gran variedad de enfermedades y trastornos.

Por consiguiente, los polipéptidos de AARS con capacidad para modular la velocidad de la proliferacion celular y/o
de la apoptosis tienen una utilidad terapéutica significativa en una gran variedad de enfermedades, incluyendo, como
factores de crecimiento y factores de diferenciacién para células madre y en regimenes de tratamiento para
potenciar o suprimir la proliferacion de tipos celulares de interés in vivo o in vitro, que incluyen, por ejemplo, células
hematopoyéticas, células inmunomoduladoras, cancer y para el tratamiento y prevencién de enfermedades
asociadas con el envejecimiento, que incluyen, por ejemplo, neurodegeneracion, neuropatia periférica y pérdida del
tono muscular y de tejidos blandos.

Métodos : Se evaluaron los efectos de los polipéptidos de AARS en la proliferacién celular usando uno o mas
métodos listados a continuacion y tal como se detalla de manera mas especifica en los métodos a continuacion.

Hoechst 33432 . Los recuentos celulares estandar para evaluar la proliferacion se efectuaron usando Hoechst
33432, que es una contratincion nuclear que permea las células que emite fluorescencia azul cuando se une a
ADNbc. Se encuentra disponible en forma de solucién (Invitrogen, n.° de cat. H-3570) que se usa a una
concentracion final de 1 ug/ml en medio o en PBS. Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos en presencia de
polipéptidos de AARS durante un tiempo de cultivo estandar de 48 horas o mas, dependiendo del tipo celular y tal
como se describe en los ejemplos mas adelante.

ATP-lite . Los niveles de ATP celular se correlacionan con la salud celular y pueden determinarse facilmente usando
una serie de kits disponibles comercialmente. ATP-lite (Perkin-Elmer, n.° de cat. 6016947, Boston, MA 02481) que
es una mezcla homogénea de solucion de lisis y reactivo de deteccion de ATP, se premezcla antes de su uso y se
usa a una relacion 1:1 v:v con células cultivadas. Las placas se incubaron durante 5 minutos para promover la lisis y
se midieron las placas usando un lector de placas de luminiscencia. Las células se cultivaron en placas de 96
pocillos en presencia de polipéptidos de AARS durante un tiempo de cultivo estandar de 48 horas o mas,
dependiendo del tipo celular y tal como se describe en los ejemplos mas adelante.

ALAMARBLUE® (Resazurina) es un indicador de la viabilidad celular que estad basado en el estado redox de las
células. La resazurina, el principio activo, es un compuesto no téxico permeable a las células que es de color azul y
practicamente no fluorescente cuando esta presente en su forma oxidada. Sin embargo, tras entrar en las células
viables normales, la resazurina se reduce rapidamente en resorufina, que produce una sefial de fluorescencia roja.
Las células viables convierten de manera continua la resazurina en resorufina, generando de este modo una
medicién cuantitativa de la viabilidad y la toxicidad. La ausencia de toxicidad permite la exposicion de larga duracion
de las células a la resazurina sin un impacto negativo; se observd que las células cultivadas en presencia de
resazurina producen numeros similares de células viables como células de control, determinados por analisis de
citometria de flujo.
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Se efectuaron mediciones afiadiendo  una solucion de resazurina/ALAMARBLUE® a las células, incubandolas
durante 1-4 horas y leyendo la fluorescencia o la absorbancia. La cantidad de fluorescencia o absorbancia es
proporcional al nimero de células vivas y corresponde a la actividad metabdlica de las células. Las células dafadas
y no viables tienen una actividad metabdlica innata menor y por lo tanto, generan una sefial proporcionalmente
menor que las células sanas. Después de la incubacién con ALAMARBLUE®, las muestras pueden medirse
facilmente en instrumentos para fluorescencia y absorbancia. Para las lecturas de fluorescencia: se usaron
configuraciones de filtro de 530 nm de excitacién y 590 nm de emision.

Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos en presencia de polipéptidos de AARS durante un tiempo de
cultivo estandar de 48 horas o mas, dependiendo del tipo celular y tal como se describe en los ejemplos mas
adelante.

CAPTACION DE LDL ACETILADAS EN HEPATOCITOS HUMANOS HEPG2C3A . (ENSAYO B1 N LAS TABLAS
DE DATOS MAS ADELANTE)

Antecedentes y relevancia terapéutica : Las LDL son el transportador principal de colesterol en la sangre,
suponiendo mas del 60 % del colesterol en plasma. En seres humanos, el receptor de LDL hepéatico es responsable
de la eliminacion de aproximadamente el 70 % de las LDL en plasma de la circulacién. Las LDL internalizadas se
degradan en colesterol libre y aminoacidos en el lisosoma. El higado es el 6rgano mas importante para el
catabolismo de las LDL y la actividad del receptor de LDL en seres humanos. Las LDL que no se internalizan y
permanecen en la circulacion pueden transportarse por células endoteliales al interior de la pared vascular, dando
como resultado la formaciéon de placas ateroesclerdticas. Las LDL en circulacion también pueden captarse por
macréfagos y esto puede contribuir también a la formacién de placas. Se cree que el aumento de la captacion de
LDL al tejido hepatico es beneficioso para la salud humana y la blusqueda de agentes terapéuticos seguros y
eficaces que puedan regular positivamente este proceso puede proporcionar nuevas terapias para enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas. Para investigar si las propiedades Unicas de los polipéptidos de AARS pueden
regular la captacion de LDL acetiladas, se emplea un ensayo convencional para medir la captacion de LDL
acetiladas en células HepG2C3a.

Por consiguiente, los polipéptidos de AARS con la capacidad para modular la captacién de LDL tienen una utilidad
terapéutica significativa en una gran variedad de enfermedades que incluyen, por ejemplo, el tratamiento de la
hipercolesterolemia, hiperlipidemia, diabetes de tipo 1 y 2, sindrome metabdlico y enfermedades cardiovasculares,
incluyendo la ateroesclerosis.

Métodos : Se mantienen células HEPG2C3a (ATCC n.° CRL-10741) en medio esencial minimo de Eagle (EMEM)
complementado con FBS al 10 % (HyClone, n.° de cat. SH30910.03), 50u/ml de penicilina/50ug/ml de
estreptomicina, (Invitrogen) en 15 ml de medio en matraces de 75 ml. Las células se cultivan a 37 C, CO, al 5 %, en
un ambiente humidificado y se utilizaron en campanas certificadas para cultivo tisular BSL2 usando técnicas estériles
y equipamiento de proteccion personal adecuado que incluye gafas, guantes y batas de laboratorio. HEPG2C3a
expresan el receptor de LDL y son competentes para la captacion de LDL acetiladas cuando se cultivan sobre placas
de fondo transparente recubiertas con colageno. Se sembré un volumen de 100 pl de células sobre placas
recubiertas con colageno (Invitrogen n.° de cat. A11428) durante una noche en medio completo (anterior) a una
densidad de 50.000 células/ml. Las células se lavan una vez con PBS (Invitrogen, n.° de cat. 10010) y se afiaden 80
pl de EMEM sin suero a cada pocillo. Se afiaden los polipéptidos de AARS a una concentracion final de 250nM por
pocillo en un volumen consistente en PBS a cada pocillo. En cada pocillo se coloca un solo polipéptido de AARS. Se
priva de suero a las células y se las expone a los polipéptidos de AARS durante 16 horas. Después de la incubacion
de 16 horas, se recoge el sobrenadante y se mide ICAM soluble usando un kit de ELISA estandar de R&D Systems
(n.° de cat. DY643), y se afiade medio libre de suero complementado con 5ug/ml de ac-LDL (marcado con Alexa
Fluor 488, n.° de cat. L23380, Invitrogen) a cada pocillo. Después de una incubacién de 2 horas a 37 °C con CO; al
5%, se lavan dos veces las células con PBS estéril antes de afiadir 100 ul de PBS a cada pocillo para la
cuantificacion. Se analiz6 la intensidad de fluorescencia tota de las placas usando una lectura inferior en un lector de
placas de fluorescencia Victor X5 (Perkin Elmer) a una longitud de onda de excitacidon centrada en aproximadamente
485 nm y una longitud de onda de emisidn centrada en aproximadamente 535 nm. Las células se tifien con colorante
Hoechst y se lee la intensidad de fluorescencia a 405nm de excitacion/450 nm de emisidn para confirmar el nimero
de células total por toda la placa.

REGULACION DE LA EXPLOSION OXIDATIVA Y LA PRQDUCCION DE ELAST ASA DE NEUTROFILOS
HUMANOS (ENSAYOS C1-C3 EN LAS TABLAS DE DATOS MAS ADELANTE)

EXPLOSION OXIDATIVA DE NEUTROFILOS

Antecedentes y relevancia terapéutica : La fagocitosis por neutréfilos polimorfonucleares y monocitos constituye un
arma esencial de las defensas del hospedador contra infecciones por microorganismos que incluyen bacterias y
hongos. El proceso fagocitico puede separarse en varias etapas principales: quimiotaxis (migracion de los fagocitos
a los sitios de inflamacidn), unién de particulas a la superficie celular de los fagocitos, ingestion (fagocitosis) y
eliminacion intracelular por mecanismos dependientes de oxigeno (explosién oxidativa) e independientes de
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oxigeno. Se observa una actividad explosiva reducida o ausente en defectos congénitos, tales como la enfermedad
de la granulomatosis crénica (CGD). La CGF es un grupo heterogéneo de trastornos heredados que normalmente se
manifiestan durante los dos primeros afios de vida. La enfermedad se caracteriza por infecciones repetitivas y
potencialmente letales causadas por organismos bacterianos y flngicos. Estas infecciones consisten normalmente
en neumonia, linfadenitis o abscesos que implican a los ganglios linfaticos, pulmones e higado. La NADPH oxidasa
es el sistema enzimatico responsable de producir el anién superéxido, que rapidamente se convierte en peroxido de
hidrégeno y radicales hidroxilo. Las anomalias en los péptidos constituyentes del sistema de enzima NADPH oxidasa
dan lugar a las disfunciones caracteristicas dela CGD. Los neutréfilos de los pacientes de CGD no logran producir
una explosion oxidativa significativa después de la estimulacion. Se han descrito diferentes formas de CGD (CGD
clasica ligada a X y patrones autosdmicos recesivos). La explosion oxidativa de los granulocitos se ve impedida en
trasplantes, estadios tardios de la infeccién por VIH y en los ancianos, haciendo que estas poblaciones sean mas
susceptibles a infecciones secundarias y a exacerbaciones de la enfermedad inflamatoria. Varios
inmunomoduladores (por ejemplo, citocinas (GM-CSF, G-CSF, TNF) o farmacos) también parecen tener efectos en
la explosion oxidativa. Existe el potencial de proteinas con la capacidad de regular positivamente o de regular
negativamente la explosion oxidativa de un modo terapéutico para que sea Util para una serie de diferentes
patologias.

Métodos : El ligando de proteina cinasa C, 12-miristato 13-acetato de forbol (PMA) puede utilizarse en este ensayo
como agonista del proceso de explosion oxidativa. Se mezcla sangre completa heparinizada con dextrano estéril
(concentracion final del 0,6 %) durante 1 hora y se deja que se separe en capas. La capa inferior contiene
neutréfilos, monocitos y glébulos rojos sanguineos. Se utiliza una etapa de lisis con cloruro de amonio para retirar
todos los RBC y una poblacién pura al 97 % de neutréfilos permaneciendo una contaminacion por neutrofilos de
aproximadamente un 3 % después de la etapa de lisis. Tras la estimulacion, los granulocitos y monocitos producen
metabolitos de oxigeno reactivos (anién superéxido, peréxido de hidrégeno, acido hipocloroso) que destruyen a las
bacterias dentro del fagosoma. La formacion de los oxidantes reactivos durante la explosion oxidativa puede
controlarse por la adicién y oxidacion de Amplex Red. Después, se analiza el porcentaje de células que han
producido radicales de oxigeno reactivos asi como su intensidad media de fluorescencia usando un lector de placas
de fluorescencia. El transcurso de tiempo tipico para esta reaccion es de 10 minutos, observandose una explosién
evidente a los 2 minutos y observandose una reduccion de la sefial a los 20 minutos. Este ensayo puede ejecutarse
en modo agonista en ausencia de PMA o en modo antagonista, con la administraciéon concomitante de polipéptidos
de AARS y PMA a una concentracion que se encuentra por debajo de la CE50 para este compuesto.

REGULACION DE LA PRODUCCION DE ELASTASA DE NEUTROFILOS HUMAN OS

Antecedentes y relevancia terapéutica : La elastasa de neutréfilos es una serina proteasa que se ha implicado
como poseedora de un papel especifico en el desarrollo de una gran variedad de enfermedades humanas,
incluyendo trastornos inflamatorios del pulmén y el sistema cardiovascular. Aunque su papel fisiolégico clave es en
la defensa innata del hospedador, también puede participar en el remodelado de tejidos y posee acciones de
secretagogo que en la actualidad se reconocen como importantes para las sefiales inflamatorias locales. La
actividad de elastasa de neutrdéfilos se ha relacionado con el desarrollo del enfisema durante varias décadas, aunque
hace relativamente poco se ha adscrito una funcién patégena a esta serina proteasa en situaciones donde se
produce un exceso de deposicién de matriz extracelular. El uso de modelos animales manipulados genéticamente
esta comenzando a descubrir vias potenciales en las que sus acciones podrian influenciar la reparacién pulmonar
fibrética. Cada vez mas pruebas sugieren que la implicacion de las vias celulares con efectos mas directos en la
generacion de mediador fibrogénico y la sintesis de colageno parece remarcar las acciones de la elastasa de
neutréfilos para promover la acumulacién de matriz en los pulmones. La elastasa de neutréfilos humanos también
esta presente dentro de las placas ateroescleréticas, donde contribuye a la degradacion de la matriz y al
debilitamiento de la pared del vaso asociada con las complicaciones de la formacién de aneurismas y la ruptura de la
placa. En estas acciones esta unida a otras proteasas extracelulares, pero la gran variedad de sustratos y la
potencia de esta enzima, junto con la actividad asociada a la desgranulacion de los neutréfilos hacen que esta
proteasa disruptiva sea Unica como diana terapéutica en la enfermedad ateroesclerotica.

Métodos : Este ensayo usa el kit de ensayo de elastasa ENZCHEK® (Invitrogen, n.° de catalogo E-12056). Los
neutréfilos se preparan a partir de sangre humana fresca usando una soluciéon de dextrano al 6 % y los glébulos
rojos sanguineos se lisan antes de sembrar las células en medio RPMI (el medio no debe complementarse ni con
suero, ni con antibiéticos). Se prepara una solucion madre a 1,0 mg/ml del sustrato de elastina DQ afiadiendo 1,0 ml
de agua desionizada (dH20) directamente a uno de los tres viales que contienen el sustrato liofilizado y mezclando
para disolver. Se prepara el tampdén de reaccién 1X diluyendo 6 ml del tampon de reaccion 10X en 54 ml de dH20.
Se prepara una solucién de trabajo a 100 pg/ml del sustrato de elastina DQ diluyendo la solucién madre de elastina
DQ en tampdn de reaccion 1X. Se prepara solucién madre de elastasa pancreatica porcina preparando una solucion
madre a 100 U/ml en dH20O. Para ensayar respecto de la actividad elastasa, se pipetean 50 pl de tamp6n de
reaccion 1X en cada pocillo de ensayo que contiene 500.000 neutréfilos/ml en un volumen de 30 pl. Se afiaden 8l
de cada polipéptido de AARS por pocillo y se incuba la muestra durante 20 minutos a 37 T. Se afiaden 50 ul de la
solucién de trabajo de elastina DQ a 100 pg/ml a cada pocillo y se mezcla. Las muestras se incuban a temperatura
ambiente, protegidas de la luz, durante 30 minutos. Puede medirse la intensidad de fluorescencia en un lector de
microplacas de fluorescencia equipado con filtros para fluorescencia de fluoresceina estandar (ex 485/em 535) en
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multiples instantes.

UNION A RECEPTORES DE TIPO TOLL Y ACTIVACION DE NFKB (ENSAY OS D1-D4 EN LAS TABLAS DE
DATOS MAS ADELANTE)

Antecedentes y relevancia terapéutica : Los macréfagos son piezas clave del sistema inmunitario innato y
expresan un vasto repertorio de diferentes clases de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), incluyendo la
familia de receptores de tipo Toll (TLR), que son potentes reguladores y controladores de la respuesta inmunitaria.

La estimulacion de TLR por patdégenos microbianos y ligandos enddgenos inicia cascadas de sefializacion que
inducen la secrecién de citocinas proinflamatorias y citocinas efectoras que dirigen las respuestas inmunitarias
adaptativas aguas abajo. Los ligandos endégenos, asi como los componentes microbianos, son reconocidos por y
pueden activar a los TLR, suscitando la posibilidad de que estos receptores puedan ser dianas criticas para el
desarrollo de nuevas terapias para miltiples enfermedades.

Por consiguiente, los polipéptidos de AARS que modulan la actividad del receptor de TLR, tienen utilidad terapéutica
en una gran variedad de enfermedades y trastornos que incluyen, por ejemplo, enfermedades y trastornos
inflamatorios, enfermedades autoinmunitarias, trasplante de tejidos/rechazo de 6rganos, prevencion o tratamiento
del cancer, la modulacién de la hematopoyesis e infecciones.

Medicion de la activacion de TLR en células RAW-BLU E

Los macréfagos de ratdon comercializados con la marca células RAW-BLUE™ (Invivogen, cddigo de catalogo: raw-
sp) expresan todos los TLR, salvo TLR5 e incluyen un gen de fosfatasa alcalina secretada (SEAP) que es inducible
por los factores de transcripciéon NF-kB y AP-1. Tras la estimulacion de TLR, las células RAW-BLUE™ activan a NF-
kB y/o AP-1, dando lugar a la secrecién de SEAP, que es medible cuando se usa medio de deteccidn de SEAP.

Métodos : Las células RAW-BLUE™ se lavan dos veces con PBS, se tripsinizan y se resuspenden en medio de
crecimiento reciente (medio de crecimiento: DMEM, 4,5 g/l de glucosa, suero bovino fetal inactivado por calor al
10% (30 minutos a 56 C), 100 mg/ml de ZEOCIN™, L-glutamina 2 mM). Las células se siembran a una
concentraciéon de 50.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos en un volumen total de 100 pl y los polipéptidos
de AARS, los controles o los polipéptidos de AARS (+LPS) se afiaden a cada pocillo a las concentraciones
mostradas en los experimentos indicados a continuacion. Las células se incuban a 37 € en una incubadora con
CO; al 5% durante 18 horas. En el dia 2 del experimento, se prepara el medio de deteccion de SEAP (QUANTI-
BLUE™) (Invivogen, cddigo de catalogo: rep-gbl) siguiendo las instrucciones y se afiaden 120 pl por pocillos a una
placa de fondo plano transparente de 96 pocillos y se afiade sobrenadante de células (20 pl). Las muestras se
incuban a 37 € durante aproximadamente 30 minutos durante hasta 2 horas. Los niveles de SEAP se determinan
usando un espectrofotdmetro y leyendo la absorbancia a 650 nm.

Para detectar polipéptidos de AARS que bloquean especificamente la activacion de TLR, este ensayo puede
modificarse para identificar potenciales antagonistas de TLR. En este caso, se afiaden polipéptidos de AARS a las
células a una concentracion final de aproximadamente 250nM por pocillo, (0 como se especifique de otro modo en
los ejemplos a continuacién) 1 hora antes de afiadir 50 ng/ml de LPS. Las células se incuban y se detecta SEAP
como se ha descrito anteriormente. Se usan pocillos de control de PBS sin LPS o solo polipéptido de AARS afiadido
para encontrar el nivel basal de estimulacion de TLR en el momento de la medicion. Se pretratan los pocillos de
control con PBS y agonistas y antagonistas de TLR conocidos. Se usa la proporcién de fondo restado [PBS mas
sefial de LPS] a [polipéptido de AARS mas sefial de LPS] para determinar el porcentaje de antagonismo.

Exploracion de TLR humano en células Hek293

Se modificaron genéticamente células HEK293 humanas comercializadas con la marca células HEK-BLUE™ TLR
(Invivogen). Las versiones de TLR2 y TLR4 de este tipo celular expresan de manera selectiva todas TLR2 o TLR4 e
incluyen un gen de fosfatasa alcalina embriénica secretada (SEAP) bajo el control de un promotor minimo de IFN-
beta que esta fusionado a cinco sitios de union de factor de transcripcion NF-kB y AP-1. Usando agonistas
especificos de TLR 2 o 4 (respectivamente), las células Hek-Blue™ TLR2 y HEK-BLUE™ TLR4 activan a NF-kB y/o
AP-1, dando lugar a la secrecion de SEAP, que es medible cuando se usa reactivo de deteccion de SEAP. Las
células Hek-Blue™ TLR2 se cotransfectan con la proteina correceptora de LPS, CD14, para potenciar la capacidad
de respuesta de TLR2 y mejorar la calidad de la sefial. La célula progenitora expresa niveles enddgenos de TLR1, 3,
5, 6 y también NOD1.

Métodos : Las células HEK-BLUE™ -TLR2 o HEK-BLUE™ -TLR4 se lavan dos veces con PBS, se tripsinizan y se
resuspenden en medio de crecimiento reciente (medio de crecimiento: DMEM, 4,5 g/l de glucosa, suero bovino fetal
inactivado por calor al 10 % (30 minutos a 56 ), 100 mg/ml de ZEOCIN™, L-glutamina 2 mM). Las células se
siembran a una concentracion de 50.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos en un volumen total de 100 pl y
los polipéptidos de AARS, los controles o los polipéptidos de AARS (+LPS) se afiaden a cada pocillo a las
concentraciones mostradas en los experimentos indicados a continuacion. Las células se incuban a 37 € en una
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incubadora con CO; al 5% durante 18 horas. En el dia 2 del experimento, se prepara el medio de deteccién de
SEAP (QUANTI-BLUE™) (Invivogen, cédigo de catalogo: rep-gbl) siguiendo las instrucciones y se afiaden 120 pl
por pocillos a una placa de fondo plano transparente de 96 pocillos y se afiade sobrenadante de células (20 pl). Las
muestras se incuban a 37 C durante aproximadamente 30 minutos durante hasta 2 horas. Los niveles de SEAP se
determinan usando un espectrofotometro y leyendo la absorbancia a 650 nm. Los pocillos de control se pretratan
con PBS y agonistas de TLR conocidos tales como LPS ultrapuro (TLR-4) o PAM3CSK4 (TLR-2). Se usa la
proporcion de fondo restado [PBS mas sefial de LPS] a [polipéptido de AARS mas sefial de LPS] para determinar el
porcentaje de agonismo.

LIBERACION DE CITOCINAS (ENSAYOS E1-E16 EN LAS TABLAS DE DATOS M AS ADELANTE)

Antecedentes y relevancia terapéutica : Las citocinas son un conjunto diverso de moléculas proteinicas de
sefializacion celular pequefias que se usan profusamente para la comunicacion intercelular y desempefian papeles
significativos en la homeostasia corporal normal, incluyendo la modulacion y regulaciéon inmunitaria. Por
consiguiente, los polipéptidos de AARS que modulan la liberacion o las actividades bioldgicas de las citocinas, tienen
utilidad terapéutica en una gran variedad de enfermedades y trastornos que incluyen, por ejemplo, enfermedades y
trastornos inflamatorios, enfermedades autoinmunitarias, trasplante de tejidos/rechazo de 6érganos, prevencion o
tratamiento del cancer, la modulacion de la hematopoyesis e infecciones.

Liberacién de citocinas de células en cultivo

Métodos : Se siembran células de ensayo en una placa de 24 pocillos a una densidad de aproximadamente 1 millon
de células/pocillo en 1 ml de medio de crecimiento. Las células se tratan con polipéptido de ARS (a las
concentraciones mostradas en los ejemplos méas adelante) o en un volumen igual de PBS y se incuban durante una
noche a 37 € con CO; al 5 %. Después del tratamiento de las células, las muestras se centrifugan a 4 € en una
centrifugadora de cubeta oscilante a 2.000 x g durante 5 minutos. El medio se retira cuidadosamente para no alterar
el sedimento de células y se transfiere a un nuevo tubo. Las muestras se ensayan inmediatamente o se conservan
instantaneamente en nitrégeno liquido para su posterior analisis. La liberacion de citocinas (incluyendo las citocinas
MIF, IL-8, IL-10, Serpina E1, GM-CSF, GRO, IL-1 alfa, IL-1beta, IL-1ra, IL-6, MCP-1, MIP-1, RANTES y TNFalfa) se
determina usando kits disponibles comercialmente (R&D Systems, Inc, MN, EE.UU.) o mediante una organizacién de
investigacion subcontratada (MD Biosciences (St. Paul, MN).

Liberacién de citocinas de sangre humana completa

Métodos : Se obtiene sangre humana completa de donantes humanos normales y se recoge con heparina en tubos
de recogida estandar. La sangre se usa el mismo dia que se recoge para asegurar una salud celular adecuada. La
sangre se mezcla cuidadosamente y se siembra en un volumen de 100 pl en placas de fondo en V de policarbonato
de 96 pocillos. Los polipéptidos de AARS se afiaden y se mezclan lentamente en 2X de sangre usando una pipeta
multicanal ajustada a 50 pl. Se usan puntas de filtro para todos los experimentos y se emplea PPE completa. Todos
los experimentos se producen en una campana de bioseguridad dedicada que es adecuada para la experimentacion
con sangre humana. La sangre se incuba durante una noche a 37 € con CO; al 5 %. Después del tratamiento de
las células, las muestras se centrifugan en una centrifugadora de cubeta oscilante a 2.000 x g durante 5 minutos. El
sobrenadante se recoge para los ELISA de citocinas. Los ELISA se llevan a cabo del modo descrito anteriormente.

Liberacién de citocinas de PBMC

Métodos : Para aislar células mononucleares de sangre periférica, se dispone en capas sangre completa humana
recientemente aislada sobre HISTOPAQUE®-1077 de Sigma a una proporcion de 1:1 en tubos coénicos de 50 ml a
temperatura ambiente. Las muestras dispuestas en capas se centrifugan a 400 x g en una centrifugadora clinica de
cubeta oscilante durante 30 minutos a temperatura ambiente sin freno. La capa celular blanca en la interfaz entre el
plasma y el gradiente de densidad se retira posteriormente con una pipeta. Estas células mononucleares de sangre
periférica se lavan dos veces con RPMI-1640 (Invitrogen, n.° 22400-105) mediante dilucién y centrifugacion durante
10 minutos a 250 x g. Las PBMC lavadas se resuspendieron en RPMI-1640 + FBS al 10 % y se emplacaron a razén
de 1x1% células/ml.

Liberacién de citocinas de sinoviocitos humanos

Antecedentes y relevancia terapéutica : Un gran nimero de estudios ha demostrado que la IL-6 y la IL-8 se
sobreproducen en varias enfermedades y por lo tanto, pueden desempefiar un papel fundamental en la patogénesis
de enfermedades inflamatorias. La IL-6 activa la produccién de células endoteliales, dando lugar a la liberacion de
IL-8 y de proteina quimioatrayente de monocitos, la expresion de moléculas de adhesién y el reclutamiento de
leucocitos a los sitios de inflamacion. Estas citocinas se expresan en tipos celulares asociados con enfermedades
inflamatorias, incluyendo células implicadas en la patogénesis de la artritis juvenil sistémica, el lupus eritematoso
sistémico, la enfermedad de Crohn y la artritis reumatoide. Una de las acciones sistémicas mas importantes de la
produccién de citocinas es la induccién de la respuesta de fase aguda. Las proteinas de fase aguda se producen
principalmente por el higado e incluyen proteinas que promueven la respuesta inmunitaria mediante la activacién del
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complemento, la induccién de citocinas proinflamatorias y la estimulacion de la quimiotaxis de neutréfilos. Como
alternativa, la respuesta de fase aguda puede ser Util y las proteinas de fase aguda, tales como antagonistas de
proteinasas, opsoninas y procoagulantes, ayudar a limitar la destruccién de tejidos aliviando la inflamacion. En
particular, la IL-6 puede estimular la proliferacion de sinoviocitos y la activacion de osteoclastos, dando lugar a la
formaciéon y reparacién del pannus sinovial. La IL-6 actia con la IL-1 para aumentar la produccion de
metaloproteinasas de matriz, que pueden contribuir a la destruccién de articulaciones y cartilago. Sin embargo, la IL-
6 también puede tener efectos protectores en las articulaciones, tal como se sugiere por el hallazgo de que esta
citocina induce la expresion del inhibidor tisular de metaloproteinasas y estimula la sintesis de proteoglucano cuando
se inyecta en las articulaciones de ratones con artritis inducida por antigeno. Los sinoviocitos similares a fibroblastos
humanos de artritis reumatoide (HFLS-RA) se aislan de los tejidos sinoviales obtenidos de pacientes con artritis
reumatoide (RA). Estas se criopreservan en el segundo pase y pueden cultivarse y propagarse hasta al menos 5
duplicaciones de la poblacion. Las HFLS se conocen desde hace tiempo debido a su papel en la destruccién de las
articulaciones mediante la produccion de citocinas y metaloproteinasas que contribuyen a la degradacion del
cartilago.

Por consiguiente, los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular el crecimiento, la diferenciacion o el perfil
de liberacion de citocinas de los sinoviocitos similares a fibroblastos de artritis reumatoide (HFLS-RA) tiene utilidad
terapéutica en una gran variedad de enfermedades que incluyen, por ejemplo, el tratamiento de enfermedades y
trastornos inflamatorios que incluyen la artritis juvenil sistémica, el lupus eritematoso sistémico, la enfermedad de
Crohn y la artritis reumatoide.

Métodos : HFLS-RA, células adultas (Cell Applications, n.° de cat. 408RA-05a) se mantienen en medio de
crecimiento de sinoviocitos (Cell Applications, n.° de cat. 415-50) en 15 ml de medio en matraces de 125 ml durante
1 pase antes de su uso. Las células se mantienen a 37 C, CO; al 5 %, en un ambiente humidificado y se utilizaron
en campanas certificadas para cultivo tisular BSL2 usando técnicas estériles y equipamiento de proteccion personal
adecuado que incluye gafas, guantes y batas de laboratorio. Se sembré un volumen de 80 ul de células durante una
noche en medio de crecimiento completo a una densidad de aproximadamente 50.000 células/ml. Se afiaden los
polipéptidos de AARS a una concentracion final de 250 nM por pocillo (0 como se indique de otro modo en los
ejemplos mas adelante) en PBS estéril a cada pocillo después de la adherencia durante una noche. Los pocillos de
control contenian células no tratadas y se incubaron con un volumen equivalente de PBS. Las células se expusieron
a las proteinas o PBS en medio basal (Cell Applications, n.° de cat. 310-470) durante 24 horas. Se retira el
sobrenadante y se efectlian los ensayos ELISA para IL-8, IL-6 y TNFa segun las instrucciones del fabricante (R&D
Systems, n.° de cat. DY206 y DY-208, DY-210 Duo-set kits). La proliferacién se evalla con resazurina como se ha
descrito anteriormente afiadiendo medio reciente que contiene resazurina a las placas seguido de la retirada del
sobrenadante e incubando durante tres horas a 37 . Las placas se leen en un lector de placas de fluorescencia y
se expresa la viabilidad/proliferaciéon en funcién de la fluorescencia asociada a resorufina de los pocillos tratados con
polipéptido de AARS dividida entre la fluorescencia asociada a resorufina de los pocillos tratados solo con PBS.

Proliferacién de astrocitos humanos y produccion de citocinas inflamatorias

Antecedentes y relevancia terapéutica : Los astrocitos humanos (HA) se obtienen de la corteza cerebral humana.
Estos se criopreservan en el segundo pase y pueden cultivarse y propagarse hasta 10 duplicaciones de la poblacion.
Los HA son las células mas abundantes del sistema nervioso central y llevan a cabo muchas funciones, tales como
proporcionar soporte mecanico y nutrientes a las neuronas y retirar los desechos de las neuronas. Ademas de
desempefiar un papel critico de soporte para un funcionamiento neuronal 6ptimo, también proporcionan soporte
bioquimico para las células endoteliales que forman la barrera hematoencefélica. Estudios recientes han demostrado
gue los astrocitos son capaces de regular la neurogénesis instruyendo a las células madre para que adopten un
destino celular y controlar la funcién de las sinapsis sencillas, participan activamente en la transferencia y el
almacenamiento de informacién en el cerebro. El reconocimiento de la importancia de los astrocitos en el
funcionamiento del sistema nervioso va en aumento, los HA pueden servir como modelo in vitro Gtil para explorar la
diversidad de funciones de los astrocitos. Se ha demostrado que los astrocitos proliferan en respuesta a la IL6 y el
TNFalfa. Ademas, estas células son capaces de producir sus propios IL6 y TNFalfa. Por lo tanto, los polipéptidos de
AARS que modulan la proliferaciéon y la produccion de citocinas en los HA tienen utilidad terapéutica en diversas
enfermedades neurolégicas, incluyendo la inflamacién neuroldgica, la neurodegeneracion, la tumorigénesis del
cerebro y la isquemia y reparacion cerebral.

Métodos : Se mantienen astrocitos humanos (HA) de Cell Applications (n.° de cat. 882K-05f) en medio de
crecimiento celular de HA de Cell Applications (n.° de cat. 821-500) segun las instrucciones del fabricante. Las
células se mantienen a 37 C, CO, al 5%, en un ambiente humidificado y se utilizaron en campanas certificadas
para cultivo tisular BSL2 usando técnicas estériles y equipamiento de proteccion personal adecuado que incluye
gafas, guantes y batas de laboratorio. Se sembré un volumen de 80 pl de células sobre placas recubiertas con
colageno durante una noche en medio completo (anterior) a una densidad de 50.000 células/ml. Las células se lavan
una vez con PBS y se afiaden 80 pl de medio de crecimiento sin suero a cada pocillo. Se afiaden los polipéptidos de
AARS a una concentracion final de 250 nM por pocillo (o0 como se describa de otro modo en los ejemplos mas
adelante) en un volumen consistente en PBS estéril a cada pocillo. Las células se exponen a los polipéptidos de
AARS durante 48 horas y se retira el medio gastado para la evaluacion de citocinas (como se ha descrito
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anteriormente). Las células se expusieron a las proteinas o PBS en medio basal (Cell Applications, n.° de cat. 310-
470) durante 48 horas. Se retira el sobrenadante y se efectian los ensayos ELISA para IL-8 e IL-6 segun las
instrucciones del fabricante (R&D Systems, n.° de cat. DY206 y DY-208, DY-210 Duo-set kits). La proliferacion se
evalGa con resazurina como se ha descrito anteriormente afiadiendo medio reciente que contiene resazurina a las
placas seguido de la retirada del sobrenadante e incubando durante tres horas a 37 C. Las placas se | een en un
lector de placas de fluorescencia y se expresa la viabilidad/proliferacion en funcion de la fluorescencia asociada a
resorufina de los pocillos tratados con polipéptido de AARS dividida entre la fluorescencia asociada a resorufina de
los pocillos tratados solo con PBS.

Proliferacion de células endoteliales microvasculare s pulmonares humanas (HLMVEC) y producciéon de
citocinas inflamatorias

Antecedentes y relevancia terapéutica : La vasculatura pulmonar tiene una significacion fisioldgica/patolégica
enorme. En la actualidad se reconoce que es un tejido compuesto de células metabdlicamente activas, que
responden funcionalmente, que interactian con sustratos en circulacion y elementos formados de maneras que
regulan la composicion de la sangre arterial sistémica, afectan a las funciones de 6rganos diana y contribuyen a la
trombosis, la hemostasia y las reacciones inmunitarias, asi como a la metastasis tumoral. Las células endoteliales
microvasculares pulmonares humanas (HLMVEC) muestran una expresién elevada de citocinas quimioatrayentes y
de moléculas de adhesion celular que proporcionan sefiales criticas para la migracion dirigida de leucocitos al
pulmén durante una lesion pulmonar aguda. Este tipo celular primario puede una herramienta (til para estudiar
varios aspectos de la patologia y biologia de la microvasculatura pulmonar in vitro. Se cree que la alteracién de la
estructura y la funcién de la microvasculatura en respuesta a estimulos inflamatorios es un factor clave en el dafio
organico y en las condiciones adecuadas, puede proporcionar un estimulo para la reparacion. Una causa
significativa de estas alteraciones vasculares es la induccidon de una reaccion inflamatoria que implica la infiltracién
de leucocitos. Una serie de estudios centrados en la adhesion de granulocitos al endotelio ha revelado que el
reclutamiento y la emigracién de leucocitos implica una cascada de adhesion bien orquestada. La cascada de
adhesion comienza cuando el granulocito se une al endotelio y comienza a rodar en direccién del flujo de fluido a
una baja velocidad. A medida que rueda el granulocito, se activa, posteriormente se adhiere firmemente al endotelio
y migra a través del endotelio al espacio extravascular. Estos eventos de adhesion estdn mediados, en parte, por
interacciones moleculares que se producen entre CAM sobre la superficie de los granulocitos y glucoproteinas afines
presentes sobre el endotelio. Una serie de estudios ha revelado que la molécula de adhesién celular endotelial, E-
selectina, puede interactuar con los ligandos de granulocitos presentadores de glucano de tipo SLex para mediar las
etapas de union y rodadura de la cascada de adhesion. Las etapas aguas abajo de la cascada implican la
interaccion de la molécula de adhesion intercelular expresada endotelial con las integrinas CD 18 expresadas por
granulocitos.

Por lo tanto, los polipéptidos de AARS que modulan la proliferacion y/o la produccién de citocinas de células
endoteliales microvasculares pulmonares humanas tienen utilidad terapéutica en una serie de enfermedades
vasculares y pulmonares que incluyen las enfermedades pulmonares inflamatorias y obstructivas, incluyendo, por
ejemplo, hipertension pulmonar, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis pulmonar idiopatica y asma.

Métodos : Las HLMVEC (Cell Applications, n.° de catalogo 540-05) se mantienen em medio de crecimiento de
células endoteliales de Cell Applications (n.° de cat. 111-500), Para un crecimiento adecuado, se usa una solucién
de factor de unién que contiene colageno (Cell Applications, n.° de catalogo 123-100), para recubrir las placas y los
matraces antes de sembrar las células. Las células se mantienen a 37 C, CO, al 5 %, en un ambiente humidificado
y se utilizaron en campanas certificadas para cultivo tisular BSL2 usando técnicas estériles y equipamiento de
proteccion personal adecuado que incluye gafas, guantes y batas de laboratorio. Se sembré un volumen de 80 pl de
células sobre placas recubiertas con colageno durante una noche en medio completo (anterior) a una densidad de
50.000 células/ml. Las células se lavan una vez con PBS y se afiaden 80 pl de medio de crecimiento sin suero a
cada pocillo. Se afiaden los polipéptidos de AARS a una concentracion final de 250 nM por pocillo (0 como se
describa de otro modo en los ejemplos mas adelante) en un volumen consistente en PBS estéril a cada pocillo. Las
células se exponen a los polipéptidos de AARS durante 48 horas y se retira el medio gastado para el ELISA para
moléculas de adhesion celular y la evaluacion de citocinas (como se ha descrito anteriormente). Las moléculas de
adhesion celular que incluyen VCAM soluble y/o ICAM se miden usando un kit de ELISA estandar de R&D Systems
(n.° de cat. DY643 y DY720, respectivamente). La proliferacion se evalGa con resazurina como se ha descrito
anteriormente afiadiendo medio reciente que contiene resazurina a las placas seguido de la retirada del
sobrenadante e incubando durante tres horas a 37 . Las placas se leen en un lector de placas de fluorescencia y
se expresa la viabilidad/proliferacion en funcion de la fluorescencia asociada a resorufina de los pocillos tratados con
polipéptido de AARS dividida entre la fluorescencia asociada a resorufina de los pocillos tratados solo con PBS.

ADHESION CELULAR (ENSAYOS F1-F7 EN LAS TABLAS DE DATOS MAS ADEL ANTE)
Antecedentes y relevancia terapéutica : Las moléculas de adhesidon celular (CAM) son proteinas ubicadas sobre la
superficie celular que estan implicadas en la unién a otras células o con la matriz extracelular (ECM) en el proceso

denominado adhesidn celular. Estas proteinas son normalmente receptores transmembrana y estan compuestas de
tres dominios: un dominio intracelular que interactda con el citoesqueleto, un dominio transmembrana y un dominio
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extracelular que interactia cono tras CAM del mismo tipo (unién homdfila) o con otras CAM o la matriz extracelular
(unién heterdfila). La mayoria de las CAM pertencen a cuatro familias de proteinas: superfamilia de Ig
(inmunoglobulina) (CAM de IgSF), las integrinas, las cadherinas y las selectinas. Las moléculas de adhesién de la
superfamilia de inmunoglobulina (IgSF) son glucoproteinas transmembrana independientes de calcio, que incluyen:
moléculas de adhesién de células neurales (NCAM), moléculas de adhesion celular intercelulares (ICAM), moléculas
de adhesion de células vasculares (VCAM), molécula de adhesion de plaquetas-células endoteliales (PECAM-1),
molécula de adhesién selectiva de células endoteliales (ESAM), molécula de adhesién de unién (JAM), nectinas y
otras moléculas de adhesion celular.

Las moléculas de adhesién celular son glucoproteinas de la superficie que son criticas para la adhesién de los
leucocitos al endotelio sinusoidal y la transmigracion y citotoxicidad en una serie de enfermedades hepaticas
inflamatorias. ICAM-1 desempefia un importante papel en la inflamacion y la expresion aumentada de ICAM-1 en
células endoteliales se refleja en la activacion de las células endoteliales. ICAM-1 tiene una importancia clave debido
a que media la adhesion endotelial firme y facilita la transmigracién de leucocitos. Los estudios han demostrado que
se produce una regulacién positiva de ICAM-1 tanto en células sinusoidales como en hepatocitos en afecciones
inflamatorias hepaticas, tales como la infeccién virica por la hepatitis B, trastornos hepaticos autoinmunitarios,
hepatitis alcohdlica y rechazo de aloinjerto de higado.

Por lo tanto, los polipéptidos de AARS que modulan la produccién de moléculas de adhesién celular y la adhesion
celular a células endoteliales tienen utilidad terapéutica en diversas enfermedades inflamatorias que incluyen, por
ejemplo, enfermedades cardiovasculares, ateroesclerosis, autoinmunidad e hipertension pulmonar.

Métodos : Las células de la vena umbilical humana (ATCC, n.° de cat. CRL-2873) (HUVEC) se siembran a una
concentracion de aproximadamente 1,2 x 10° células/pocillo en placas de 12 pocillos recubiertas con solucion de
union de fibronectina humana en el medio y con los complementos sugeridos por la ATCC y se cultivaron de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Las células se estimularon con polipéptidos de AARS a sus concentraciones
indicadas o solo PBS y se incubaron durante una noche en medio de crecimiento. Las células de leucemia
monaocitica aguda humana (THP-1 (TIB-202)), se resuspenden en medio de BSA al 0,1 %/RPMI libre de suero con
calceina AM (6 pl/ml; Invitrogen, n.° de cat. C1430) y se incubaron durante 30 minutos. Las células marcadas se
recogen y resuspenden en medio RPMI que contiene FBS al 10 % y se ajusta la densidad a 2 x 10° células/ml.

Se colocan 100ul (2 x 105) de células THP-1 marcadas en cada pocillo de la monocapa de HUVEC e 1 ml de medio
de crecimiento y se incubaron durante 15 minutos. Las células se lavaron dos veces con PBS para retirar las células
no unidas y después se leyeron las células mediante un lector de placas de fluorescencia con una longitud de onda
de excitacion de 488 nm y una longitud de onda de emisién de 530 nm.

DIFERENCIACION CELULAR (ENSAYOS G1-G4 EN LAS TABLAS DE DATOS MAS ADELANTE)
Diferenciacién y proliferacion de adipocitos en cél ulas preadipocitarias humanas.

Antecedentes y relevancia terapéutica : Tanto la obesidad como la lipodistrofia se asocian cominmente con
patologias que incluyen la diabetes y enfermedades cardiovasculares. En la actualidad se reconoce que el tejido
adiposo es un érgano endocrino que secreta una gran variedad de factores y su secrecion desregulad afecta a la
adipogénesis asi como a la homeostasia de la glucosa/insulina en todo el organismo. El exceso de tejido adiposo
gue da lugar a la obesidad se ha convertido en una grave amenaza para la salud publica. El desarrollo del tejido
adiposo puede verse afectado por el origen genético, el equilibrio hormonal, la dieta y la actividad fisica. La masa de
tejido adiposo puede aumentar cuando las células grasas aumentan de tamafio debido a la acumulacion de
triacilglicerol. Ademas, también puede producirse un aumento en el nimero de células grasas, que surgen de la
diferenciacion de células precursoras en adipocitos, incluso en adultos, segin se observa en la obesidad humana
grave y en roedores alimentados con una dieta alta en carbohidratos o dienta alta en grasas. Se cree que los
adipocitos surgen especificamente de células mesenquimales que sufren el proceso de especializacion y
diferenciacion, la adipogénesis. Las lineas celulares de preadipocitos pueden sufrir diferenciacion en adipocitos tras
su tratamiento con agentes adipogénicos formados por glucocorticoide sintético, dexametasona (DEX),
isobutilmetilxantina (IBMX), e insulina, que han sido valiosos en estos estudios. Se ha determinado de manera firme
qgue la familia de factores de transcripcion del receptor y activado por proliferador de peroxisomas (PPARYy) y la
proteina de union potenciadora de CCAAT (C/EBP) desempeiia papeles criticos en la diferenciacién de los
adipocitos. De manera temprana durante la diferenciacion de los adipocitos, C/EBPB y C/EBPJ se inducen por DEX
e IBMX, respectivamente, que después conjuntamente inducen a PPARy y C/EBPa para que activen diversos
marcadores de adipocitos que son necesarios para la funciéon de los adipocitos. También se ha comunicado que
otros factores de transcripcion regulan positiva o negativamente la adipogénesis y varios factores de crecimiento y
hormonas pueden afectar a la diferenciacion de adipocitos regulando la expresion de factores de transcripcion
adipogénicos. De hecho, ademas de ser el principal sitio para el almacenamiento de energia en los mamiferos
mediante el almacenamiento de triacilglicerol y la liberacién de acidos grasos en los momentos de necesidad, el
tejido adiposo secreta una gran variedad de moléculas que estan implicadas en diversos procesos fisiologicos,
incluyendo la respuesta inmunitaria, la funcién vascular y la homeostasia de la energia. Las citocinas tales como el
TNF-a y la IL-6 se secretan por los adipocitos. Algunos de estos factores también pueden afectar al crecimiento y
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desarrollo del tejido adiposo mediante una accién autocrina/paracrina.

Por lo tanto, los polipéptidos de AARS que tengan la capacidad de modular la diferenciacién y/o la proliferacion de
preadipocitos humanos normales tienen utilidad terapéutica en una gran variedad de enfermedades que incluye, por
ejemplo, el tratamiento y la prevencion de la enfermedad metabdlica, enfermedades cardiovasculares, obesidad y
lipodistrofias, asi como las complicaciones a largo plazo de la diabetes.

Métodos : Se mantiene HPAd (preadipocitos humanso) Cell Applications, n.° de cat. 803sD) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Para el cultivo, se descongelan rapidamente las células y se transfieren inmediatamente
a 15ml de medio de crecimiento de adipocitos (Cell Application, n.° de cat. 811M-250) y se sembraron en un matraz
tratado para cultivo tisular estéril convencional. EI medio se reemplaza con medio de crecimiento de adipocitos
reciente cada dos dias hasta que las células alcanzan una confluencia > 60 %. Las células se cultivan a 37 C, CO»
al 5%, en un ambiente humidificado y se utilizaron en campanas certificadas para cultivo tisular BSL2 usando
técnicas estériles y equipamiento de proteccion personal adecuado que incluye gafas, guantes y batas de
laboratorio. Las células se siembran en placas de ensayo tratadas para cultivo tisular de 96 pocillos de paredes
negras y fondo redondo para su diferenciacion a una concentracion de aproximadamente 50.000 células/ml. Los
polipéptidos de AARS a una concentracion final de 250nM por pocillo (0 como se indique de otro modo en los
ejemplos mas adelante) se afladen a cada pocillo de ensayo. Todas las células se mantienen en medio de
crecimiento durante 2 dias con la excepcién de los controles positivos, que se estimulan con medio de diferenciacion
adipogénico (Cell Applications, n.° de cat. 811D-250). Las células se exponen a polipéptidos de AARS durante 48
horas. Las moléculas de adhesion celular que incluyen VCAM soluble y/o ICAM se miden usando un kit de ELISA
estandar de R&D Systems (n.° de cat. DY643 y DY720, respectivamente). La proliferacion se evalla con resazurina
como se ha descrito anteriormente afiadiendo medio reciente que contiene resazurina a las placas seguido de la
retirada del sobrenadante e incubando durante tres horas a 37 C. Las placas se leen en un lector de placas de
fluorescencia y se expresa la viabilidad/proliferacién en funcién de la fluorescencia asociada a resorufina de los
pocillos tratados con polipéptido de AARS dividida entre la fluorescencia asociada a resorufina de los pocillos
tratados solo con PBS. Se aflade medio fresco y se mantiene la diferenciacién durante 16 dias después del cambio
inicial de medio, cambiandose por medio fresco cada dos dias para mantener la salud celular. En el dia 15, se
colocaron las células en medio libre de suero. En el dia 16, se evalué la diferenciacion en adipocitos maduros con
tincion de rojo Nilo (Invivogen, concentracion final de 3 pM) se cuantificé con un lector de placas de fluorescencia
con las longitudes de onda adecuadas. Para llevar a cabo este ensayo, las células se fijaron con paraformaldehido al
10 %, se lavaron en PBS y se permeabilizaron en PBS que contenia BSA al 0,5 % y Triton X-100 al 0,1 %. La
proliferacién celular se evalta con una medicion de la intensidad en un lector de fluorescencia con colorante Hoechst
33432 a una concentracion final de 1ug/ml, como se ha descrito anteriormente. La adipogénesis se expresa como la
intensidad de la sefial de rojo Nilo. La sefial del colorante Hoechst se usa para evaluar el nimero de células.

Diferenciacién y proliferaciéon de células musculare s esqueléticas humanas.

Antecedentes y relevancia terapéutica : El desarrollo del misculo esquelético es un proceso en mdltiples etapas
que implica la determinacion de las células mesodérmicas pluripotentes para dar lugar a mioblastos, la retirada de
los mioblastos del ciclo celular y la su diferenciacion en células musculares y finalmente, el crecimiento y la
maduracion de las fibras musculares esqueléticas. La diferenciacion del musculo esquelético implica el alineamiento
de mioblastos, la elongacion y la fusién en miotubos multinucleados, junto con la induccién de genes reguladores y
estructurales especificos del musculo. A nivel molecular, la diferenciacién miogénica y la expresion génica especifica
del masculo implican a la familia de proteinas MyoD de hélice-bucle-hélice (bHLH) especifica de musculos
esqueléticos, que incluye MyoD, miogenina, myf-5 y MRF4 y el factor de unién 2 potenciador de miocitos (MEF2). La
actividad de union a ADN de la familia de proteinas MyoD se atenda por Id, que forma complejos con productos
génicos de E2a en células en proliferacion y se regula negativamente cuando se las induce para que se diferencien.
La decision de diferenciarse en miotubos esta influenciada negativamente por varios factores. El tratamiento de
mioblastos con suero bovino fetal, factor de crecimiento de fibroblastos basico 2 o factor de crecimiento
transformante $1 es conocido por inhibir la diferenciacién de los mioblastos. La miogénesis también esta regulada
negativamente por oncogenes tales como c-myc, c-jun, c-fos, H-ras y Ela. Hay muy poca informacién relativa a la
sefializacion que se desencadena en el mioblasto tras la privacion de suero, lo que da lugar a la induccion de la
expresion de genes de la familia de MyoD y a la diferenciacion muscular. La diferenciacién miogénica parece
depender de la activacion de integrinas presentes en la membrana plasmatica de los mioblastos, lo que sugiere la
operacion de una via bioquimica "de fuera hacia dentro" en la que la integrina es la especie molecular aguas arriba.
Las interacciones del factor de crecimiento insulinico (IGF)-l1 y -ll con sus receptores también son reguladores
positivos de la diferenciacion del misculo esquelético.

Por consiguiente, los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular el desarrollo muscular tienen utilidad
terapéutica en una gran variedad de enfermedades que incluye, por ejemplo, el tratamiento de enfermedades
metabdlicas, caquexia, varias afecciones de emaciacion muscular, asi como enfermedades musculoesqueléticas,
donde la atrofia muscular desempefia un papel en la patogénesis y la sintomatologia. Las células musculares
esqueléticas humanas (HSkMC) pueden sufrir diferenciacion para mostrar miofilamentos de actina y miosina. Las
HSKMC se han usado en el estudio de enfermedades musculares genéticas, tales como la hipertermia maligna. Las
HSKkMC también tienen el potencial de actuar como injerto cardiaco, reparando el dafio en el corazon y por lo tanto,
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los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular el desarrollo muscular también tienen utilidad como
reguladores in vitro e in vivo de la miogénesis.

Métodos : Para evaluar el papel potencial de los polipéptidos de AARS en este proceso, se empled un ensayo
estandar de diferenciacion de células musculares esqueléticas. Para este ensayo, las células musculares
esqueléticas adultas humanas (HSKMC, Cell Applications, n.° de cat. 150-05f) se aislan de donantes humanos sanos
de musculos esqueléticos de las extremidades. Las células se mantienen en medio de crecimiento de HSkMC (Cell
Applications, n.° de cat. 151-500). Estas células pueden cultivarse y propagarse durante al menos 15 duplicaciones
de la poblacion. Para la diferenciacion, las células se mantienen en medio de crecimiento durante un pase y después
se siembran a 50.000 células por ml de medio en placas tratadas para TC de paredes negras y fondo transparente
de 96 pocillos tratadas con colageno a 100 ul por pocillo. Se dejan adherir las células durante una noche. Los
polipéptidos de AARS en PBS o solo PBS, se afiaden a cada pocillo a una concentracion final de 250nM de proteina
(o como se indique de otro modo en los ejemplos mas adelante). Los pocillos de control recibieron el mismo volumen
de medio de diferenciacién (Cell Applications, n.° de cat. 151D-250) en ese instante. Las células se incuban con
proteina o medio de diferenciacién durante 48 horas. A las 48 horas, se recoge el sobrenadante de cultivo de todos
los pocillos y se afiade medio de diferenciacion a un volumen de 150 pl para toda la placa con la excepcion de los
pocillos de control, que se mantuvieron solo en medio de crecimiento. El sobrenadante se utiliz6 para evaluar la
produccién de citocinas incluyendo IL6 e IL8 como se ha descrito anteriormente. La proliferacién se evalGa con
resazurina como se ha descrito anteriormente afiadiendo medio fresco que contenia resazurina a las placas después
de la retirada del sobrenadante y de incubar durante tres horas a 37 . Las células se controlan bajo el microscopio
y se intercambia el medio por medio de diferenciacion fresco cada 2 dias. En el dia 10, se retira el medio y se fijan
las células con paraformaldehido al 10 % durante 30 minutos. Las células se permeabilizan con triton X-100 al 0,1 %
en PBS durante 15 minutos y se tifien las células con faloidina marcada con TR y Hoechst 33432 (como se ha
descrito anteriormente) para definir la actina y los nucleos, respectivamente. La intensidad nuclear se usa para
determinar la proliferacion celular en cada pocillo y la intensidad de la faloidina se usa para determinar el contenido
total de actina. Las células se tifien también con anticuerpo para alfa actina de masculo esquelético (GenTex, n.° de
cat. GTX101362). Se efectuan fotografias digitales usando un microscopio de fluorescencia asi como inspecciones
visuales y puntuaciones de todos los pocillos.

Diferenciacién y proliferacion de células madre mes enquimales de médula 6sea humana.

Antecedentes y relevancia terapéutica : Las células madre mesenquimales (MSC) son células madre multipotentes
que pueden diferenciarse en una serie de tipos celulares, incluyendo osteoblastos, condrocitos, miocitos, adipocitos,
células de islotes pancreaticos beta y potencialmente, células neuronales. Muchos eventos diferentes contribuyen a
la diferenciacion de las MSC en otros linajes que incluyen la coordinacién de una red compleja de factores de
transcripcion, cofactores e intermedios de sefializacion de numerosas vias. Las MSC tienen un gran interés
terapéutico debido a que representan una poblacion de células con potencial para tratar una gran variedad de
enfermedades agudas y degenerativas.

Ademas, los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular la diferenciaciéon de las MSC en diferentes vias de
desarrollo tienen una utilidad terapéutica significativa para posibilitar la modulacion in vitro o in vivo de la
hematopoyesis, neurogénesis, miogénesis, osteogénesis y adipogénesis, asi como en una gran variedad de
trastornos y enfermedades, que incluyen, por ejemplo, respuestas inflamatorias, autoinmunidad, céancer,
degeneracion neuronal, distrofia muscular, osteoporosis y lipodistrofia. Las MSC humanas son inmuno-privilegiadas
y representan un tipo celular ventajoso para el trasplante alogénico, reduciendo el riesgo de rechazo y
complicaciones del trasplante. Recientemente, también se han producido avances significativos en el uso de células
madre mesenqguimales autdlogas para regenerar tejidos humanos, incluyendo cartilago y menisco, tendones y
fracturas éseas. Muchos estudios han investigado también el uso de MSC para terapia génica, que incluye el
trasplante de MSC transfectadas con factor de crecimiento endotelial vascular para la mejora de la funcién cardiaca
después de un IM en ratas, MSC como vehiculos para el suministro de interferon- en tumores en ratones y terapia
génica con MSC que expresan BMP para promover la formacion de hueso. Por consiguiente, debido al gran interés
en las MSC como agentes terapéuticos directos y modificados, asi como el potencial de los polipéptidos de AARS
para actuar como agentes terapéuticos para regular la diferenciacion de las MSC in vivo, se ensayaron los
polipéptidos de AARS como inductores potenciales de la proliferacion y diferenciacion de MSC.

Métodos : Se mantienen hMSC (células estromales de médula humanas) (Cell Applications, n.° de cat 492-05f)
segun las instrucciones del vendedor. Para el cultivo, se descongelan rapidamente las células y se transfieren
inmediatamente a 15ml de medio de crecimiento de células estromales de médula (Cell Application, n.° de cat. 419-
500) y se sembraron en un matraz tratado para cultivo tisular estéril convencional. El medio se reemplaza con medio
de crecimiento de células estromales de médula reciente cada dos dias hasta que las células alcanzan una
confluencia > 60 %. Las células se cultivan a 37 T, CO; al 5%, en un ambiente humidificado y se utilizaron en
campanas certificadas para cultivo tisular BSL2 usando técnicas estériles y equipamiento de proteccion personal
adecuado que incluye gafas, guantes y batas de laboratorio. Las células se siembran en placas de ensayo tratadas
para cultivo tisular de 96 pocillos de paredes negras y fondo transparente a una concentracion de 50.000 células/ml.
Se afaden las proteinas derivadas de ARNt sintetasa a una concentracién final de 250 nM por pocillo (0 como se
especifique de otro modo en los ejemplos mas adelante) a cada pocillo de ensayo. Todas las células se mantienen
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en medio de crecimiento durante 2 dias con la excepcién de los controles positivos, que se estimularon con medio
de diferenciacion osteogénica o condrogénica (StemPro, Invitrogen, n.° de cat. A10072-01 y A10071-01,
respectivamente). Las células se exponen a polipéptidos de AARS durante 48 horas. Se mide el VCAM soluble
usando un kit de ELISA convencional de R&D Systems (n.° de cat. DY643). La proliferacién se evalla con
resazurina como se ha descrito anteriormente afiadiendo medio reciente que contiene resazurina a las placas
seguido de la retirada del sobrenadante e incubando durante tres horas a 37 . Las placas se leen en un lector de
placas de fluorescencia y se expresa la viabilidad/proliferacién en funcién de la fluorescencia asociada a resorufina
de los pocillos tratados con polipéptido de AARS dividida entre la fluorescencia asociada a resorufina de los pocillos
tratados solo con PBS. Después de una evaluacion de la viabilidad celular, se retira la resazurina con dos
intercambios de medio y se aflade medio de diferenciacion 0,5X a todos los pocillos. La diferenciacién se controla
mediante inspecciones visuales de todos los pocillos durante 10 dias después del intercambio de medio,
cambiandose por medio fresco cada dos dias para mantener la salud celular. La diferenciacién se evalué con tincién
de fosfatasa alcalina usando tincién ELF-97 (Invitrogen, n.° de cat. E6601) en el dia 10 después del primer
intercambio de diferenciacion. (Yang et al, Nature Protocols (6) 187-213 (2011) doi:10.1038/nprot.2010.189).

Proliferacion y diferenciacion de células musculares lisas de la arteria pulmonar humana.

Antecedentes y relevancia terapéutica : Las células musculares lisas de la arteria pulmonar (PASMC) en los vasos
sanguineos pulmonares de adultos humanos se encuentran en su mayoria quiescentes, no migratorias y estan en su
mayoria dedicadas a ejecutar su funcién contractil en el pulmén. Sin embargo, las PASMC no estan diferenciadas
terminalmente y poseen la capacidad de modular su fenotipo y salir de su estado quiescente en respuesta a cambios
en marcadores ambientales locales. Este estado de diferenciacién puede producirse en el desarrollo, lesiones
tisulares y la remodelaciéon de vasos en respuesta a cambios en la demanda de tejido. La hipertension pulmonar
(PH) esta asociada con una serie de afecciones subyacentes que incluyen un aumento en la resistencia vascular
pulmonar periférica como resultado de un aumento del tono vascular y de la contractilidad y remodelado vascular de
las PASMC. El remodelado vascular implica el crecimiento de PASMC, la sintesis de material de matriz y
alteraciones en las interacciones célula-célula y célula-matriz en las paredes de las arterias pulmonares pequefias
(PA), que dan lugar a un engrosamiento del componente de musculo liso de la pared del vaso y a una musculacion
anormal de las normalmente no musculadas, PA distales. Este proceso contribuye a un diametro del lumen reducido
y a un aumento de la resistencia periférica. Aunque hay controversia acerca del papel preciso de las PASMC en la
causa inicial de la enfermedad, los cambios que se producen desempefian un papel clave en las consecuencias
clinicas de la enfermedad. Una etapa crucial en el estudio de la diferenciacién celular es la identificaciéon de un grupo
de genes especificos de células o selectivos de células que contribuyen a las funciones diferenciadas de la célula.
Se ha identificado una serie de genes de células musculares lisas (SMC) que sirven como marcadores Utiles del
estado de diferenciacion o maduracion relativo de las SMC vasculares, tales como alfa-actina de SM, CMH de SM,
hl-calpopina, SM22-alfa, desmina, metavinculina, smoothelina y otros. El marcador mas ampliamente usado es alfa-
actina de SM, parcialmente debido a la disponibilidad comercial de una serie de anticuerpos de muy alta afinidad y
altamente selectivos para esta proteina. Los cambios en las PASMC como resultado de sus caracteristicas
inherentes o de la desregulaciéon de los eventos moleculares que gobiernan el crecimiento de las PASMC sigue
siendo una cuestion sin resolver. Sin embargo, la determinacién de los marcadores reguladores y la gestion de la
desregulacion potencial proporciona una perspectiva terapéutica significativa para la gestion de una serie de
enfermedades vasculares y pulmonares que incluyen hipertension pulmonar, enfermedades vasculares.

Por lo tanto, los polipéptidos de AARS que tienen la capacidad de modular la diferenciacion y/o proliferacion de
PASMC humanas normales obtenidas de humanos adultos tienen utilidad terapéutica en una serie de enfermedades
vasculares y pulmonares que incluyen enfermedades pulmonares inflamatorias y obstructivas que incluyen, por
ejemplo, hipertensién pulmonar, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis pulmonar idiopatica y asma.

Métodos : Las HPASMC (Cell Applications, n.° de cat. 352-05a) se mantienen en medio de crecimiento de HPASMC
(Cell Applications, n.° de cat. 352-05a) en 15 ml de medio en matraces de 125 ml durante 1 pase antes de su uso.
Las células se mantienen a 37 C, CO; al 5 %, en un ambiente humidificado y se utilizaron en campanas certificadas
para cultivo tisular BSL2 usando técnicas estériles y equipamiento de proteccion personal adecuado que incluye
gafas, guantes y batas de laboratorio. Se siembra un volumen de 80ul de células sobre colageno recubierto sobre
una noche en medio de crecimiento a una densidad celular de 50.000 células/ml. Los polipéptidos de AARS se
afnadieron en PBS estéril a cada pocillo a una concentracion final de 250 nM (o como se indique de otro modo en los
ejemplos méas adelante). Los pocillos de control contenian Unicamente un volumen equivalente de PBS. Las
muestras de control positivo se incubaron con medio de diferenciacién de HPASMC suministrado por el vendedor
(Cell Applications, n.° de cat. 311D-250). Las células se exponen a los polipéptidos de AARS o a PBS en medio
basal (Cell Applications, n.° de cat. 310-470) durante 48 horas seguido de un intercambio de medio a medio de
diferenciacion para toda la placa. El sobrenadante se recoge y se utiliza para evaluar la produccién de citocinas
incluyendo IL6 e IL8 como se ha descrito anteriormente. La proliferacion se evalla con resazurina como se ha
descrito anteriormente afiadiendo medio fresco que contenia resazurina a las placas después de la retirada del
sobrenadante y de incubar durante tres horas a 37 °C. Las células se controlan durante 10 dias con intercambio de
medio cada dos dias. La diferenciacion se evalla después de la fijacion, como se ha descrito anteriormente y la
permeabilizacion con Triton X-100 al 0,1 %, cuantificando la tincién para tincion de alfa-actina de musculo liso
usando un anticuerpo anti-SMA-alfa (GeneTex, n.° de cat GTX101362) y un anticuerpo secundario conjugado a
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Alexa 405. La proliferacion se evalla con tincion Hoechst después de fijar las células en formaldehido al 10 %
durante 30 minutos. Después se lee el colorante Hoechst usando un lector de placas de lectura de fondo con una
longitud de onda de excitacion (Ex) de 405 nm y una longitud de onda de emisiéon (Em) de 450 nm. La tincion total de
actina se evalGa mediante el uso de un tinte de faloidina marcado con Alexa-488 (Invitrogen, n.° de cat. A12379).

Andlisis de la unién de polipéptidos de AARS a célul as (Ensayos H1-H10 en las tablas de datos mas
adelante)

Antecedentes y relevancia terapéutica : La union de polipéptidos de AARS a tipos celulares especificos demuestra
que el tipo celular en cuestién expresa receptores especificos para el polipéptido de AARS en cuestion.
Dependiendo del tipo de célula en cuestion, la union celular implica un papel potencial para el polipéptido de AARS
en la regulacion de la actividad o el comportamiento de la célula o de tipos de célula similares, in vivo. Los ejemplos
especificos de dichos papeles reguladores incluyen, por ejemplo, la unién y modulacién de las células B y las células
T (inmunomodulacién/quimiotaxis/autoinmuinidad/inflamacion); células HepG2 (control del metabolismo, captacion o
metabolismo del colesterol); THP-1, jurkat, células Raji (inmunomodulacién/quimiotaxis/autoinmunidad/inflamacion),
plaquetas (trombopoyesis), adipocitos 3T3L1 (lipogénesis/metabolismo), y mioblastos de raton C2C12 (miogénesis,
osteogénesis).

Unidn a células sanguineas

Métodos : Se recoge sangre en tubos de EDTA de donantes sanos. Se colocan 2 ml de sangre completa en un tubo
para FACS Falcon de 5 ml. Se afiaden 2 ml de tampén de tincién (PBS + FBS al 2 %), se agita vorticialmente
durante 3-5 segundos, se centrifuga durante 5 minutos a 300 x g. Se aspira el sobrenadante, se repite el lavado y se
resuspende el sedimento en 2 ml de tamp6n de tincion.

Se transfieren 100ul de sangre lavada a tubos para muestras de FACS limpios de 5 ml. Los polipéptidos de AARS
marcados con His6 o V5-His6 se afiadieron a los tubos y se indican las concentraciones en los experimentos
especificos indicados mas adelante y se incubaron sobre hielo durante 45 minutos. Después de la incubacion, los
anticuerpos para los diferentes marcadores de la superficie celular (BD Pharmigen, n.° de cat. 560910, 555398,
555415, 340953, 560361), y anticuerpo anti-marcador V5 marcado con FITC (V5-FITC, Invitrogen, n.° de cat.
R96325) o anticuerpo anti-His6 marcado con FITC (AbCam n.° de cat. ab1206) se afiaden a los tubos., se incuban
en la oscuridad sobre hielo 30 minutos. Después de la incubacién se afiadieron 2 ml de solucién de lisis BD FACS
(n.° de cat. 349202) a los tubos. Las muestras se agitan vorticialmente y se colocan sobre hielo durante 15 minutos.
Las muestras se lavan con 1 x 2 ml de PBS y se resuspenden en 2 ml de formaldehido al 2 % en PBS antes del
analisis FACS. Los polipéptidos de AARS que se unen a mas de un 25 % de una poblaciéon celular, donde el
anticuerpo solo no tiene una sefal significativa, se considera un acierto.

Ensayos de union de plaquetas : Se transfieren 50 ul de sangre lavada a tubos para muestra de FACS de 5 ml, se
afaden polipéptidos de AARS marcados con His6 o V5-His6 a los tubos a las concentraciones indicadas en los
experimentos especificos indicados a continuacién y se colocan los tubos sobre hielo durante 45 minutos. Se
afiaden a cada tubo 20 pl de anticuerpo CD61 para todas las plaquetas (BD Pharmigen, n.° de cat. 555754) y 0,5 ul
de anticuerpo anti-V5-marcado para FITC (Invitrogen, R96325) o anticuerpo anti His6 marcado para FITC (AbCam,
n.° de cat. ab1206). Los tubos se colocan sobre hielo y se protegen de la luz durante 30 minutos. Las muestras se
enrasan hasta un volumen total en 2 ml de formaldehido al 1 % en PBS y se analizan por citometria de flujo antes de
24 horas. Los polipéptidos de AARS que se unen a mas de un 25 % de una poblacién celular, donde el anticuerpo
solo no tiene una sefial significativa, se considera un acierto.

Unién a células en cultivo : Se colocan aproximadamente 1 x 10° células en 100 pl de medio RPMI completo en
tubos para FACS de 5ml. se afiaden polipéptidos de AARS marcados con His6 o V5-His6 a los tubos a las
concentraciones indicadas en los experimentos especificos indicados a continuacion y se colocan los tubos sobre
hielo durante 45 minutos. Las muestras de células se lavan dos veces con 1 ml de tampén de tincién (PBS + FBS al
2 %), y después se afiaden 0,5l de anticuerpo anti-V5-FITC (Invitrogen R96325) o de anticuerpo anti-His6 marcado
para FITC (AbCam, n.° de cat. ab1206) en tampén de tincion con 200ug/ml de IgG humana, y las muestras se
incuban sobre hielo, protegidas de la luz, durante 30 minutos. Las muestras lavan dos veces con 1 ml de tampon de
tincion y después se enrasan hasta un volumen total en 2 ml de formaldehido al 1 % en PBS y se analizan por
citometria de flujo antes de 24 horas. Los polipéptidos de AARS que se unen a mas de un 25 % de una poblacién
celular, donde el anticuerpo solo no tiene una sefial significativa, se considera un acierto.

ESTUDIOS EN ANIMALES: MODULACION DE A HEMATOPOYESIS Y LAS CITOCIN AS EN CIRCULACION

Antecedentes y relevancia terapéutica : La hematopoyesis (como alternativa, hemopoyesis) es la formacion de
componentes celulares de la sangre. Todos los componentes celulares de la sangre proceden de células madre
hematopoyéticas (HSC) que residen en la médula del hueso (médula 6sea) y tienen la capacidad Unica de dar lugar
a todos los diferentes tipos celulares de la sangre maduros. Las HSC se auto-renuevan: cuando proliferan, al menos
una parte de sus células hijas permanecen como HSC, de tal forma que no se agota la reserva de células madre.
Las otras hijas de las HSC (células progenitoras mieloides y linfoides), sin embargo, cada una puede comprometerse
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a cualquiera de las vias de diferenciacién alternativas que dan lugar a la produccién de uno o mas tipos especificos
de células sanguineas, pero no pueden renovarse por si mismas. Un cambio en los componentes de la sangre en
respuesta a la exposicion a un polipéptido de AARS sugiere, por tanto, que el polipéptido de AARS es capaz de
modular la hematopoyesis y de regular el desarrollo de las células madre hematopoyéticas.

Todas las células sanguineas pueden dividirse en tres linajes; células eritroides, linfocitos y mielocitos.

Las células eritroides son los globulos rojos de la sangre que transportan el oxigeno. Tanto los reticulocitos como los
eritrocitos son funcionales y se liberan a la sangre. Por consiguiente, un recuento de reticulocitos estima la tasa de
eritropoyesis y un cambio en el recuento de globulos rojos de la sangre sugiere que un polipéptido de AARS modula
la eritropoyesis.

Los linfocitos son la piedra angular del sistema inmunitario adaptativo. Se obtienen de los progenitores linfoides
comunes. El linaje linfoide esta compuesto principalmente de células T y células B (tipos de glébulos blancos). Por
consiguiente, un cambio en el recuento o la composicién de glébulos blancos en respuesta a la exposicion a un
polipéptido de AARS sugiere que el polipéptido de AARS modula la linfopoyesis.

Los monocitos, que incluyen granulocitos, megacariocitos y macréfagos y se obtienen a partir de progenitores
mieloides comunes, estan implicados en una serie de roles, incluyendo la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa
y la coagulacién sanguinea. Por consiguiente, un cambio en el recuento o la composicién de células mieloides en
respuesta a la exposicién a un polipéptido de AARS sugiere que el polipéptido de AARS modula la mielopoyesis.
Puede usar el mismo razonamiento para determinar si los polipéptidos de AARS modulan la granulopoyesis,
midiendo los cambios en el nimero de granulocitos en respuesta a la exposicion a los polipéptidos de AARS. Puede
inferirse un papel para el polipéptido de AARS en la modulacién de la megacariocitopoyesis por un cambio en la
composicion o el nUmero de megacariocitos o plaquetas en la sangre.

La liberacion de citocinas en ratones de tipo silvestre o en varios sistemas de modelo animal de inflamacion,
proporciona una evaluacion inicial de la capacidad potenciar de los polipéptidos de AARS para modular respuestas
inflamatorias. El papel de los polipéptidos de AARS para modular los procesos inflamatorios agudos o crénicos, por
ejemplo, puede evaluarse facilmente usando un modelo de ratén de obesidad inducida por la dieta (DIO). El modelo
DIO se centra en poner a los roedores en una dieta rica en grasa durante varios meses, lo que conduce a una
obesidad aumentada, resistencia a la insulina y disfuncién del sistema inmunitario. Una consecuencia particular de
esta desregulacion del sistema inmunitario da como resultado una produccion aumentada de citocinas
proinflamatorias en animales DIO, lo que da lugar a una afeccion de inflamacion sistémica cronica. Cada vez hay
mas pruebas que sugieren que una inflamacién de bajo grado contribuye al desarrollo y el mantenimiento de la
obesidad y un fenotipo diabético que se observa de manera similar en la afeccion humana denominada sindrome
metabdlico. Como tal, la capacidad de los polipéptidos de AARS de modular el sistema inmunitario y de restaurar el
equilibrio hemostatico hacia una resolucion de este estado inflamatorio crénico podria ser particularmente
beneficioso en numerosas enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, el tratamiento y la prevencién de los
sintomas y efectos secundarios de la enfermedad metabdlica, diabetes, enfermedades cardiovasculares,
ateroesclerosis, obesidad, asi como varias enfermedades y trastornos autoinmunitarios, que incluyen, por ejemplo,
esclerosis multiple, trastornos vasculares y alérgicos.

Métodos : Se adquieren ratones de control de tipo silvestre (C57BL/6) o con obesidad inducida por la dieta
(C57BL/6NHsd) macho de Harlan (Indianapolis, IN) y se alojan individualmente. Se administra a los ratones DIO una
dieta rica en grasas (n.° de cat TD.06414-60 % de las kcal procedentes de grasa) y a los ratones de control se les da
una dieta normal (n.° de cat. 2018S-18 % de las kcal procedentes de grasa). Se inicia la dieta rica en grasas de los
ratones DIO comenzando a las 6 semanas de edad durante un total de 10 semanas. Se permite que los ratones
tanto DIO como de control se alimenten y beban a voluntad. A las 16 semanas de edad, se clasifican los ratones y
se asignan aleatoriamente a grupos de 5 animales basandose en el peso. En el dia 2, se pesa a los ratones y se
extrae sangre por la vena caudal (100ul) para un analisis del hemograma completo (CBC) antes del tratamiento. En
el dia 1, se pesa a los ratones y se les inyecta por via intravenosa a través de la vena caudal vehiculo (PBS) o
polipéptidos de AARS individuales a 10mg/kg. Cuatro horas después de la inyeccion, se extrae sangre de los
ratones por la vena facial (150-200pl) para el andlisis posterior de citocinas. En los dias 2, 3, y 4, se dosifico a los
ratones por via intravenosa como en el dia 1. En el dia 5, se peso a los ratones, se los sacrificd y se recogié sangre
mediante puncién cardiaca para un hemograma completo (analisis CBC) (plasma-EDTA) y el examen de citocinas
(suero).

CBC y analisis de citocinas : Los recuentos de sangre completa se analizan de extracciones sanguineas que
preceden a las inyecciones (dia -2) y 24 horas después de la inyeccién final (dia 5). Los valores del CBC se evallan
respecto de recuentos de glébulos blancos totales y morfologia general de glébulos rojos. Los glébulos blancos se
caracterizan adicionalmente por el porcentaje total y fraccional de neutréfilos, linfocitos, monaocitos, eosindfilos, y
basdfilos. El analisis fraccional de glébulos rojos incluyé mediciones de la hemoglobina (dL), hematocrito ( %),
volumen corpuscular medio (fL), hemoglobina corpuscular media, concentracion de hemoglobina corpuscular media
(%), y recuento total de plaquetas (103/ul). El andlisis CBS se lleva a cabo por Antech Diagnostics (Fishers, IN).
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Los niveles de citocinas en circulacién se evallan a las 4 horas después de la inyeccion (dia 1) y 24 horas después
de la inyeccion final (dia 5). Se aisla el suero, se congela inmediatamente y se envia a Rules Based Medicine
(Austin, TX) para la elaboracion de perfiles de mdltiples analitos. Las muestras de suero se analizan usando el panel
RodentMap que abarca 59 biomarcadores Unicos que incluyen Apo A-1, CD40, CD40-L, CRP, ET-1, eotaxina, EGF,
Factor VII, fibrinbgeno, FGF-9, FGF-basico, GST-a, GCP-2, GM-CSF, KC/GROa, haptoglobina, IgA, IFNy, IP-10, IL-
la, IL-1B, IL-10, IL-11, IL-12p70, 1I-17A, IL-18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, LIF, linfotactina, M-CSF-1, MIP-1aq,
MIP-1B8, MIP-1y, MIP-2, MIP-33, MDC, mMP-9, MCP-1, MCP-3, MCP-5, MPO, mioglobina, SAP, SGOT, SCF,
RANTES, TPO, factor tisular, TIMP-1, TNF-a, VCAM-1, VEGF-A y VWF. Un cambio en los niveles de citocinas se
conté como un acierto en caso de que la citocina aumentase en al menos un factor 2 o se redujese en al menos un
50 % en comparacion con los controles de vehiculo.

Ejemplo 1

IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS PROTEOLITICOS Y PRODUCTOS DEL CORTE Y EMPALME
ALTERNATIVO DE AARS USANDO TOPOGRAFIA DE PROTEINAS Y PLATAFORMA DE ANALISIS DE
MIGRACION

Para identificar fragmentos de AARS de las lineas celulares, medios condicionados y tejidos, se preparan muestras
de los siguientes modos:

Macrofagos de raton (RAW 264.76), citosol y medios condicionados: Las células se tratan con medio DMEM libre de
suero a una densidad de 15 x 10° células/matraz. Después de 48 horas, se recogen los medios condicionados y los
sedimentos celulares y se procesan. Se separan 200 pg de proteina de las fracciones protedmicas secretadas y
citosolicas mediante SDS-PAGE y se preparan secciones de gel para su analisis mediante espectrometria de
masas.

Tejido pancreatico de raton: Se cortan los pancreas de tres ratones, se homogeneizan con Dounce y se someten a
ultrasonidos en PBS con inhibidores de proteasa. El proteoma citosélico se aisla por centrifugacion y se separan 200
pg de proteina mediante SDS-PAGE y las secciones de gel se preparan para su analisis por espectrometria de
masas.

Tejido hepético de raton: Se cortan tres higados de raton, se homogeneizan con Dounce y se someten a
ultrasonidos en PBS con inhibidores de proteasa. El proteoma citosélico se aisla por centrifugacion y se separan 200
Mg de proteina mediante SDS-PAGE y las secciones de gel se preparan para su andlisis por espectrometria de
masas.

Las digestiones en gel se analizan por LTQ XL, espectrémetro de masas de trampa i6nica (ThermoFisher) equipado
con el sistema Ultimate 3000 pIC (Dionex). En primer lugar, se cargan las muestras en PrepTrap (Michrom) durante
10 min con acetonitrilo al 5 % en acido férmico al 0,1 % usando un automuestreador Dionex. Después, se analizan
las muestras con una columna capilar de silice fundido de 100 um (didmetro interno) que contenia 10 cm de resina
C18 (Michrom). Los péptidos se eluyen de la columna en el espectrometro de masas con un caudal de 0,45 pl/min
usando un gradiente lineal de acetonitrilo al 5-33,5 % en acido féormico al 0,1 % en 110 min.

El LTQ funciona en modo de barrido dependiente de datos de tal forma que un barrido EM completo va seguido de
siete barridos EM/EM de los siete iones mas abundantes. Se posibilita la exclusién dinamica con cuentas repetidas
iguales a 1, duraciones de repeticion iguales a 20 segundos, el tamafio de la lista de exclusion es de 300 y la
duracion de la exclusion es de 60 segundos.

Después del andlisis CL-EM/EM, se efectdan busquedas de los datos en bruto con BioWorks3.3.1 (SEQUEST)
usando una variante de diana/sefiuelo concatenada de la base de datos IPI de ratén. Los datos de SEQUEST se
filtran y clasifican con DTASelect. Las tablas 1, 4 y 7 muestran secuencias identificadas de este modo.

Ejemplo 2
IDENTIFICACION DE VARIANTES DE CORTE Y EMPALME USANDO SECUENCIACI ON PROFUNDA

Las variantes de corte y empalme de la aminoacil ARNt sintetasa se identifican usando secuenciacion de alto
rendimiento de bibliotecas de ADNc enriquecidas respecto de transcritos de aminoacil ARNt sintetasa. Los moldes
de ADNCc se preparan a partir de extractos de ARN total de tejidos, tales como cerebros humanos adultos y fetales y
se enriquecen respecto de transcritos de aminoacil ARNt sintetasa usando secuencias de cebador especificas para
todos los exones anotados de todas las aminoacil ARNt sintetasas humanas anotadas y sus proteinas asociadas.

Los ARN totales humanos se obtienen de Clontech. Para la linea celular y las muestras de tejido de ratén, se
extraen los ARN totales usando el kit RNA Extract Il (MN). El ADN genémico se digiere en las muestras de ARN total
mediante DNasa |. Para obtener ARN mensajeros maduros (ARNm), se enriquecen las muestras de ARN dos veces
por unién a poliA+ARN vy digestion del ARN sin el tapdn 5' mediante exonucleasa dependiente de 5'-fosfato. El ADN
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complementario (ADNCc) se sintetiza a partir de los ARN maduros usando cebadores que se hibridan a secuencias
exonicas de los genes de aminoacil ARNt sintetasa. Se amplifica un transcriptoma enriquecido respecto de genes de
aminoacil ARNt sintetasa mediante PCR multiplexada usando el ADNc especifico de exones de aminoacil ARNt
sintetasa y diferentes combinaciones de cebadores para exones de aminoacil ARNt sintetasa. Los productos
bicatenarios de la PCR del transcriptoma enriquecido respecto de aminoacil ARNt sintetasa se reparan
enzimaticamente en ambos extremos antes de afadir salientes de A a los extremos 3' de los fragmentos reparados.
Después se afladen adaptadores de secuenciacion y secuencias de indice a los productos de la PCR de
transcriptoma enriquecidos respecto de aminoacil ARNt sintetasa para generar bibliotecas de ADNc para
secuenciacion profunda con el kit de secuenciacion multiplexada de lllumina. En resumen, los productos de la PCR
de transcriptoma enriquecidos respecto de aminoacil ARNt sintetasa con salientes de 3'-A se ligan en los
oligonucledtidos adaptadores InPE proporcionados en los kits. Se afiaden secuencias de indice a los productos de la
PCR con adaptadores InPE. Para obtener suficientes fragmentos de ADN para secuenciacion profunda, los
productos de la PCR con secuencias de indice se amplifican adicionalmente mediante PCR. Las bibliotecas de
ADNCc enriquecidas respecto de aminoacil ARNt sintetasa con diferentes indices se agrupan y secuencian usando
una maquina de secuenciacién de ADN de Illumina para obtener lecturas de los 50 pares de bases terminales. Las
lecturas de secuenciacién se mapean en el genoma humano o de ratén para la identificacion de acontecimientos de
corte y empalme alternativo. Se usa el programa informatico "Splicemap" (disponible para su descarga publica en
http://www-stat.stanford.edu/~kinfai/SpliceMap/) para identificar las uniones de corte y empalme.

Se lleva a cabo la secuenciacién profunda de estos ADNc para generar aproximadamente 1 millén de lecturas de
secuenciacion de aproximadamente 50 nucledtidos de longitud. Las secuencias especificas para exones de las
aminoacil ARNt sintetasas se buscan contra uniones exonicas anotadas y se identifican nuevas uniones exdnicas
como eventos de corte y empalme alternativo.

Las columnas en las tablas 2, 5 y 8 marcadas como "exén 5" y "exén 3" indican, cuando estan presentes, qué
exones estan fusionados entre si en la secuencia de ADNc. Las tablas 2, 5 y 8 muestran secuencias que se
identificaron para eventos de corte y empalme alternativo, transcritos que contienen dichos eventos de corte y
empalme y los polipéptidos expresados por estos transcritos. Las variantes de corte y empalme alternativo
identificadas por secuenciacion profunda se identifican en las tablas 2, 5 y 8 como aquellas en las que hay nimeros
mayores de cero en las columnas marcadas como "Lecturas de secuenciaciéon” en el cerebro de humano adulto o
fetal.

Ejemplo 3
IDENTIFICACION DE POLIPEPTIDOS DE AARS USANDO BIOINFORMATIC A

Los fragmentos de proteina AARS (péptidos de resectina o apendacrina) se identifican usando bioinformatica. Las
secuencias de aminoacidos de la aminoacil ARNt sintetasa humana de longitud completa se alinean con la
secuencia de aminoacidos de longitud completa de su ortélogo de la bacteria Escherichia coli usando un programa
tal como Fasta (disponible en la pagina web http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/fasta_www.cgi) o el programa
BLASTP del NCBI (disponible en la pagina web
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&BLAST_PROGRAMS =blastp&PAGE_TYPE=BlastS-
earch&SHOW_DEFAULTS=0n&LINK_LOC=blasthom). Las secuencias de resectinas de las proteinas humanas se
identifican como secuencias que abarcan regiones donde se producen huecos en la secuencia bacteriana en el
alineamiento o regiones con baja homologia entre las dos especies. El péptido y las secuencias de ADN
correspondientes en las tablas 3, 6 y 9 incluyen ejemplos identificados de este modo.

Ejemplo 4

EXPRESION DIFERENCIAL DE POLIPEPTIDOS DE AARS IDENTIFICADOS POR ESPECTROM ETRIA DE
MASAS

Se usa la técnica PROTOMAP como se describe en el ejemplo 1 para comparar la expresion diferencial de treonil
ARN sintetasas en diferentes tejidos/tipos celulares (véanse las tablas 1, 4 y 7 para secuencias y comparaciones):
La expresion de resectinas de aminoacil-ARNt sintetasa se compara entre el tejido de higado de raton y el tejido de
pancreas de raton. La expresion de resectinas de aminoacil-ARNt sintetasas se compara entre el citosol de
RAW?264.7 y el medio condicionado de células RAW264.7 recogidas después de 48 horas de privacion de suero.

Ejemplo 5

EXPRESION DIFERENCIAL DE POLIPEPTIDOS DE AARS IDENTIFICADOS MEDIANTE SECUENCIACION
PROFUNDA

Para comprobar la expresion diferencial de eventos de corte y empalme, se efectlia la secuenciacion profunda para
ADNCc preparados a partir de diferentes tejidos.
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La expresion de eventos de corte y empalme alternativo para aminoacil ARNt sintetasa es inesperada e indica una
importancia biolégica. La variacién en el nimero relativo de lecturas observadas en la secuenciacion profunda de
diferentes muestras de transcriptoma indica que los eventos de corte y empalme alternativo de las aminoacil ARNt
sintetasas estan regulados de manera diferencial y no son solo faltos positivos debidos al manejo de la muestra.

Ejemplo 6
EXPLORACION DE ANTICUERPOS

Para facilitar el descubrimiento de anticuerpo que muestren unién preferencial a fragmentos especifico de aminoacil
ARNt sintetasa (por ejemplo, una afinidad >10 veces mayor en comparacion con la enzima parental de longitud
completa), se explord una biblioteca de presentacion en fagos de anticuerpos humanos por AbD Serotec (una
division de MorphoSys™, Martinsried/Planegg, Alemania) usando técnicas de enriquecimiento por afinidad (paneo).
Los anticuerpos enriquecidos después de mudltiples rondas de exploracion con los fragmentos de aminoacil ARNt
sintetasa se caracterizan posteriormente mediante ELISA respecto de su reactividad con los fragmentos y con la
enzima parental, de longitud completa. Los clones que demuestran union preferencial (por ejemplo, una afinidad >
10 veces mayor) por los fragmentos de aminoacil ARNt sintetasa se caracterizan adicionalmente.

En caso de que no se logre la especificidad necesaria al final de este proceso, se usan estrategias de sustraccion,
tales como etapas de preadsorciéon con la enzima de longitud completa y/o contratincion, para eliminar los
anticuerpos con reactividad cruzada y dirigir el proceso de seleccién hacia los epitopos Unicos en los fragmentos de
aminoacil ARNt sintetasa.

Ejemplo 7
IDENTIFICACION DE VARIANTES DE CORTE Y EMPALME USANDO PCR SISTEMAT ICA

Los moldes de ADNCc para las reacciones PCR se retrotranscriben a partir de extractos de ARN total de tejidos o
células (por ejemplo, cerebro humano, IMR-32 y HEK293T). Las reacciones PCR se llevan a cabo usando
cebadores especificos para aminoacil ARNt sintetasa, emparejando un cebador directo (FP1) disefiado para
hibridarse con la region 5' no traducida o los exones en la mitad 5' del gen con un cebador inverso (RP1) disefiado
para hibridarse con los exones en la mitad 3' del gen o la 3'UTR. Los productos de ADN amplificados se analizan
mediante electroforesis en gel de agarosa para identificar productos de la PCR que tienen un tamafio diferente al del
fragmento amplificado a partir de los transcritos canonicos. Estos diferentes productos de la PCR se cortan y
purifican del gel y se ligan en un vector de clonacion estandar para el analisis de la secuencia de ADN. Las variantes
de corte y empalme alternativo se identifican como diferentes secuencias a partir de los transcritos canénicos. Las
variantes de corte y empalme identificadas mediante esta estrategia sistematica de PCR se muestran en las tablas
2,5y8.

Ejemplo 8
OPTIMIZACION POR CODONES DE POLINUCLEOTIDOS DE AARS SELECCIONAD OS

Los polipéptidos de AARS representativos (resumidos en la tabla E2) se seleccionan para su caracterizacion
bioquimica, biofisica y funcional adicional basandose en uno o mas de los siguientes criterios, i) la identificacion de
fragmentos proteoliticos de polipéptidos de AARS, ii) la identificacion de variantes de corte y empalme de
polipéptidos de AARS, iii) la identificacion de polipéptidos de AARS mediante analisis bioinformatico, iv) evidencias
de expresion diferencial de polipéptidos de AARS especificos, v) la estructura de dominios de la proteina AARS, vi)
el tamafio del polipéptido de AARS vy vii) la minimizacion de secuencias similares duplicadas.

Tabla E2

Resumen de polipéptidos de AARS seleccionados parao  ptimizacién por codones y expresion bacteriana

Nombre del SE.Q JD.NO para los SEQ ID NO para los Restos de la | Ubicacién Método de
S polipéptidos de AARS . e . N
polipéptido de marcados polinucleétidos de proteina del marcador |clonacién/sintes
AARS e AARS AARS epitépico is usado
epitépicamente

ThrRs1M SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 45 1-322 N-terminal 2
ThrRs1M SEQ ID NO: 36 SEQ ID NO: 45 1-322 C-terminal 2
ThrRS1? SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 46 1-146 N-terminal 1
ThrRS1? SEQ ID NO: 38 SEQ ID NO: 46 1-146 C-terminal 1

128




10

ES 2638311 T3

ThrRS1"® SEQ ID NO: 39 SEQ ID NO: 47 1-328 + 1laa | N-terminal 1
ThrrRs1™ SEQ ID NO: 40 SEQ ID NO: 47 1-328 + laa | C-terminal [
ThrRS1™ SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 48 1-109 + 9aa | N-terminal 2
ThrRS1" SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 48 1-109 + 9aa | C-terminal 2
ThrRS1V? SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 49 1-146 N-terminal |2
ThrRS1V? SEQ ID NO: 44 SEQ ID NO: 49 1-146 C-terminal |2
ThrRS1¢* SEQ ID NO: 97 SEQ ID NO: 109 307-723 N-terminal 1
ThrRS1¢ SEQ ID NO: 98 SEQ ID NO: 109 307-723 C-terminal |1
ThrRS1¢? SEQ ID NO: 99 SEQ ID NO: 110 346-723 N-terminal 2
ThrRS1¢? SEQ ID NO: 100 SEQ ID NO: 110 346-723 C-terminal 2
ThrRs1¢ SEQ ID NO: 101 SEQ ID NO: 111 432-723 N-terminal |1
ThrRS1¢ SEQ ID NO: 102 SEQ ID NO: 111 432-723 C-terminal |1
ThrRS1* SEQ ID NO: 103 SEQ ID NO: 112 380-723 N-terminal 2
ThrRS1¢* SEQ ID NO: 104 SEQ ID NO: 112 380-723 C-terminal |2
ThrRS1°® SEQ ID NO: 105 SEQ ID NO: 113 294-723 N-terminal 1
ThrRS1°® SEQ ID NO: 106 SEQ ID NO: 113 294-723 C-terminal 1
ThrRS1°° SEQ ID NO: 107 SEQ ID NO: 114 600-723 N-terminal 2
ThrRS1°° SEQ ID NO: 108 SEQ ID NO: 114 600-723 C-terminal 2
ThrRS1" SEQ ID NO: 123 SEQ ID NO: 125 147-620 N-terminal 1
ThrrRs1" SEQ ID NO: 124 SEQ ID NO: 125 147-620 C-terminal |1

Los polinucledtidos que codifican los polipéptidos de AARS seleccionados listados en la tabla E2, junto con el
marcador epitopico N o C-terminal adecuado, se sintetizan y clonan como se describe en la seccion de Materiales y
métodos generales usando la metodologia de sintesis génica en la tabla E2.

Ejemplo 9

EXPRESION Y PURIFICACION BACTERIANA A PEQUENA ESCALA

Los polipéptidos de AARS listados en la tabla E2 se expresan en E. coli como se describe en la seccién de
Materiales y Métodos generales. La expresion relativa de polipéptidos de AARS solubles y localizados en cuerpos de
inclusién se resume en la tabla E3 a continuacion.

Tabla E3

Resumen de caracteristicas de expresion bacteriana de polipéptidos de AARS

Polipéptido de

Ubicacion del

Cantidad de proteina recuperada de | Cantidad de proteina recuperada de

AARS ?;{g;i%r la fraccion soluble los cuerpos de inclusion
ThrrRs1™ N-terminal ++ ND
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Thrrs1™ C-terminal - ND
Thrrs1™? N-terminal - ND
ThrRS1"? C-terminal 4+ ND
ThrRS1™ N-terminal ++ ND
ThrRS1™ C-terminal ++ ND
ThrRS1™ N-terminal ++ ND
ThrrRs1™ C-terminal + ND
ThrrRS1<! N-terminal ++ ND
ThrRS1<! C-terminal ++ ND
ThrrRS1%? N-terminal + ND
ThrRS1¢? C-terminal + ND
ThrrRS1<® N-terminal + ND
ThrRS1¢® C-terminal + ND
ThrRS1¢* N-terminal + ND
ThrRS1¢* C-terminal + ND
ThrRS1¢® N-terminal + ND
ThrRS1%® C-terminal ++ ND
ThrrRS1°® N-terminal + ND
ThrRS1¢® C-terminal + ND
ThrrRS1" N-terminal + +
Thrrs1" C-terminal + +
"4 representa expresion de polipéptidos de AARS de 0-1 mg/l

"4 representa expresion de polipéptidos de AARS de 1-5 mgl/l;
"+++"  representa expresion de polipéptidos de AARS de 5-10 mg/l;

"++++" representa expresion de polipéptidos de AARS de 10-15 mg/l;
"+++++" representa expresion de polipéptidos de AARS de 215 mgl/;

ND: no determinado

L: niveles de expresion de indetectables a bajos
M: niveles de expresion medios

H: niveles de expresion altos

Sorprendentemente, los datos de expresion de proteinas demuestran la existencia de al menos tres dominios de
proteina que muestran un alto nivel de expresion de proteina soluble cuando se expresan en E. c0I|
Especificamente, los datos demuestran que los polipéptidos de AARS ThrRs1M , (@aminoécidos 1-322), y ThrRS1"
(aminoacidos 1-328+1 aa), deflnen un primer limite de un primer nuevo dom|n|o de proteina que esta altamente
expresado en E. coli; ThrRs1M (ammoaudos 1-146), deflne un segundo limite de un segundo nuevo dominio de
proteina que esta altamente expresado en E. coli; y ThrrRs1¢ (aminoécidos 307-723) y ThrRS1® (aminoacidos 294-
723), definen un tercer limite de un tercer nuevo dominio de proteina que esta altamente expresado en E. coli;

130




10

ES 2638311 T3

Ejemplo 10
PRODUCCION A GRAN ESCALA DE POLIPEPTIDOS DE AARS

Los polipéptidos de AARS representativos se preparan en cantidades mayores para permitir la caracterizacion
funcional y biofisica adicional. Los polipéptidos de AARS listados en la tabla E4 se expresan en E. coli en cultivo a
gran escala como se describe en la seccién de Materiales y Métodos generales. Los rendimientos y las
caracteristicas biofisicas especificadas, para cada proteina soluble expresada se resumen a continuacién en la tabla
E4.

131



ES 2638311 T3

opeuLaiap o ON

fejnaajow osad ojje ap eulayold ap sopetaibe ap g, gL UN ap SELW BIUBSRIAAL 44444,

Jenoasjow osaw o e ap sopelaufie ap o gL Un ap souaWw BJUBsEIdB)  _++++,
Jgnoajow osad oye ap euisoid ap sopeBaibe ap 9yg un ap souall Bjussadal  +++,
Jenoajow osad oye ap eulajoud ap sopebalbe ap 9z un 8p sousw BlUasaIda)l a4,

Je|naajow osale oye ap eulajoid op sopeboube ap o | Un 8p SOUBLW BluasaIdas wtu
JBAB|ID
opeuLLIalag i
OPBINI|ED ps |
‘[EUILLIBL-N BUILOLLL B WIS Nd |8 Sjuasaidal anb 9jgeqold A
UMY B0 |BUY ugDBqUaIUod ap edelo B ap sendsep opipapy ()
9.5Z B eUBWSS | op sandsap upmeladnoal ap alejuaciod oluod cpEUILLIBIag {zZ)
ugizesyund ap edeja ewnn g) ap sendsap ewsjoid ap UGIDEIAANDA B| OPUSIPIL OPELILLIBIER OJUSILIDUSY (1)
SEION
+ Ze TLL| BSLLEOPSLLSD L'o 66 N_mm [LUIVERE: s po LSHIUL
e 25 ves| . PR i Al 66 yo|  reuwaig o LSEUL
-899'6€ .0 099'6E -0 | ;
ugiaeladnaal I ondonda
mm_w._E _Hmﬂ_cwst s330d] [iuyBw] ofegen e [6w/an] (%] liBw] E_u_aw.__ i SHYY
ugtoebaiby pepiiqels3 9p JUPELW UGIIEUBIUC] BulXxOlOpu3 | EZ3ING oEm_E__u:wmm |ap ueIaRIIGN ap opidadijod

soaneluasaldal gy ap sopndadijod ap B2151j01q UDIIBZIIAIIRIED E] A OJUBILIIPUS [8p Uawnsay

3 BlqEL

132



10

15

20

25

30

ES 2638311 T3

Los resultados de este estudio establecen que las proteinas de AARS representativas de las familias ThrRS1" y
ThrRS1%%de las proteinas AARS, muestran rendimientos de expresién de proteinas y caracteristicas de solubilidad
favorables.

Ejemplo 11
ELABORACION DE PERFILES TRANSCRIPCIONALES DE POLIPEPTIDOS DE AARS R EPRESENTATIVOS
Para ensayar respecto de la capacidad de los polipéptidos de AARS para modular la expresion génica, se incubaron

polipéptidos de AARS seleccionados con células madre mesenquimales o células de muasculo esquelético humanas
durante los tiempos y a las concentraciones mostradas en la tabla E5 .

Tabla E5
Elaboracién de perfiles transcripcionales de polipép tidos de AARS representativos en células madre
mesenquimales (MSC) o células musculares esquelética s humanas (HSKMC)
Descripcion de la muestra de Tipo de célula y tiempo de exposicion
ensayo
Polipéptidos de |Ubicacion del Concentracion |MSC 24 MSC 72 HSkMC 24 HSkMC 72
AARS marcador nM horas horas horas horas
epitépico
ThrRS1“* N-terminal 70 1 7 7 5
ThrRS1" N-terminal 250 2 4 4 5
ThrRS1' C-terminal 250 1 6 6 4
Controles
Media entre todos los polipéptidos de AARS explorados|3 5 6 7
Céctel de osteogénesis 17 20 11 16
Céctel de condrogénesis 17 19 14 19
Céctel de adipogénesis 19 15 16 18
Control de SKMC Pos 11 8 5 4
No tratadas 0 0 1 1

En la tabla E5 , los nimeros en cada columna representan el nimero de genes que se modularon, ya sea positiva 0
negativamente en al menos un factor de 4 en comparacion con los genes de control, tal como se describe en la
seccion de métodos generales. Los datos muestran que las formas especificas de los polipéptidos de AARS
ensayadas tienen la capacidad sorprendente de regular la transcripcién y por tanto potencialmente la de modular el
destino de desarrollo o el estado de diferenciacion cuando se afiaden a células madre mesenquimales (MSC) y/o
células musculares esqueléticas humanas (HSKMC). Las celdas sombreadas con nameros en negrita en la tabla
representan ejemplos donde el polipéptido de AARS muestra un impacto significativo en la regulacion de la
transcripcidn génica en las lineas celulares y los tiempos indicados en la tabla.

Se llega a la conclusion de que ThrRSlClparece ser el regulador principal de la expresién génica de las células
madre mesenquimales.

Ejemplo 12
ELABORACION DE PERFILES FUNCIONALES DE POLIPEPTIDOS DE AARS
Para ensayar respecto de la capacidad de los polipéptidos de AARS para modular una serie de procesos fenotipicos,

se incubaron polipéptidos de AARS seleccionados con los tipos celulares y las condiciones proporcionadas en la
seccién de métodos generales y las tablas E5 y E6 .
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Tabla E6
Clave para los ensayos y criterios para indicar un acierto

Ensayos de proliferacion

Fuente y tipo celular Numero de ensayo
Células de leucemia megacariocitica humana / Mo7e Al
Células de leucemia promielocitica aguda humanas / HL60 A2
Linfoblastos humanos (linea celular de cancer) / RPMI8226 A3
Células madre mesenquimales humanas / hMSC A4
Astrocitos humanos A5
Células de aspirado de médula 6sea humanas / células de A6

médula 6sea

Células de aspirado de médula 6sea humanas / células de A7
médula dsea (cultivo de larga duracion)

Sinoviocitos humanos / HFLS-SynRA A8
Pre-adipocitos humanos / hPAD A9
Células musculares lisas de la arteria pulmonar humanas / A10
hPASMC

Células de musculo esquelético humanas / hSKMC A1l

El andlisis de los datos para los ensayos de proliferacion se llevo a cabo dividiendo el valor numérico en el pocillo
de ensayo entre el valor medio de PBS para la placa de ensayo. Se consider6 que los polipéptidos de AARS eran
proliferativos en caso de haber mas de 3 DT respecto del valor de PBS en la direccién positiva. Se consider6 que
un polipéptido de AARS derivado de ARNt sintetasa era citotéxico en caso de haber mas de 3 DT respecto del
valor de PBS en la direccién negativa. Se utilizé6 un compuesto citotéxico como control negativo y el valor medio
para este era siempre mayor de 3 DT respecto del valor medio de PBS.

Ensayos de diferenciacion celular y fenotipado

Descripcion del ensayo NUmero de ensayo

Captacion de LDL acetiladas por hepatocitos humanos (células |B1
HepG2C3a)

El andlisis de los datos para el ensayo de captacion de ac-LDL se llevo a cabo dividiendo el valor numérico en el
pocillo de ensayo entre el valor medio de PBS para la placa de ensayo. Se consideré que los polipéptidos de
AARS eran un modulador de la captacion de ac-LDL en caso de haber mas de 2 DT respecto del valor de PBS en
la direccion positiva o negativa. Se efectué una comprobacion visual para confirmar los resultados del lector de
placas usando un microscopio de fluorescencia.

Ensayos de neutréfilos humanos

Descripcion del ensayo NUmero de ensayo
Elastasa de neutrdéfilos C1
Explosion oxidativa de neutrofilos (agonista) Cc2
Explosion oxidativa de neutrofilos (antagonista) C3

El analisis de los datos para los ensayos de neutréfilos se llevé a cabo dividiendo el valor numérico en el pocillo de
ensayo entre el valor medio de PBS para la placa de ensayo. Los polipéptidos de AARS se consideraron como un
modulador de la produccion de elastasa de neutrdfilos o de la biologia de la explosién oxidativa en caso de haber
mas de 2 DT respecto del valor de PBS en la direccion positiva 0 negativa.

Modulacion de receptores de tipo Toll (TLR)
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Descripcion del ensayo Numero de ensayo
Activacion de TLR en células RAW BLUE D1
Antagonismo de TLR en células RAW BLUE D2
Activacion de hTLR2 D3
Activacion de hTLR4 D4
Descripcion del ensayo Numero de ensayo

El analisis de los datos para los ensayos de modulacion de TLR se llevé a cabo dividiendo el valor numérico en el
pocillo de ensayo entre el valor medio de PBS para la placa de ensayo. Se consideré que los polipéptidos de
AARS eran un modulador de la biologia especifica de TLR en caso de haber mas de 3 DT respecto del valor de
PBS en la direccion positiva o negativa. Los controles positivos, que incluyen LPS y reactivo de deteccién, fueron
siempre significativamente distintos y a > 3 DT respecto del valor medio de PBS.

Liberacién de citocinas

Descripcion del ensayo Ndmero de ensayo

Produccion de citocinas por sinoviocitos humanos (liberacion de |E1
IL6)

Produccion de citocinas por células musculares lisas de la arteria | E2
pulmonar humanas (hPASMC) (liberacion de IL6)

Produccion de citocinas por células de musculo esquelético E3
humanas (hSKMC) (liberacién de IL6)

Produccion de citocinas por astrocitos humanos (liberacion de E4
IL6)

Liberacion de IL6 por sangre completa E5

Produccion de citocinas por células musculares lisas de la arteria| E6
pulmonar humanas (hPASMC) (liberacién de IL8) 72 h de
incubacion

Produccién de IL8

Produccion de citocinas por sinoviocitos humanos (liberacion de |E7
IL8)

Produccion de citocinas por células musculares lisas de la arteria| E8
pulmonar humanas (hPASMC) (liberacion de IL8)

Produccion de citocinas por células de musculo esquelético E9
humanas (hSKMC) (liberacién de 1L8)

Produccion de citocinas por astrocitos humanos (liberacion de E10
IL8)

Liberacion de IL8 por hepatocitos humanos (células HepG2C3a) |E11

Células de leucemia promielocitica aguda humanas / HL60 E12
(liberacion de IL8)
Linfoblastos humanos (linea celular de cancer) / RPMI8226 E13

(liberacion de IL8)

Produccion de TNF alfa

Produccion de citocinas por sinoviocitos humanos (liberacion de |E14
TNF alfa)

Liberacién de TNF alfa por sangre completa E15

Liberacién de IL10
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Células de leucemia promielocitica aguda humanas / HL60 E16
(liberacion de 1L10)

Células mononucleares primarias de sangre humana (liberaciéon |E17
de 1L10)

El andlisis de los datos para los ensayos de liberacion de citocinas se llevé a cabo dividiendo el valor numérico en
el pocillo de ensayo entre el valor medio de PBS para la placa de ensayo. Los polipéptidos de AARS se
consideraron como un modulador de la produccion de citocinas o de la biologia relacionada con las citocinas en
caso de obtener un valor medido mayor de 2 DT respecto del valor de PBS en la direccién positiva 0 negativa. Se
corrié un patrén de proteinas (especifico para cada kit de ensayo) en cada placa para asegurar la buena calidad
del ensayo. Solo los ensayos con curvas patron de proteinas que tenian un valor de R? de > de 0,9 se
seleccionaron para el andlisis de datos.

Adhesion celular y quimiotaxis

Descripcion del ensayo Numero de ensayo

Adhesioén celular de monocitos THP 1 / células endoteliales de la | F1
vena umbilical humana (HUVEC)

Hepatocitos humanos (células HepG2C3a) (liberacién de ICAM) |F2

Descripcion del ensayo Numero de ensayo
Regulacion de la adhesién celular de células endoteliales F3
microvasculares pulmonares humanas (HLMVEC) (liberacion de

ICAM)

Regulacion de la adhesion celular de células endoteliales de la  |F4
vena umbilical humana (HUVEC) (liberacion de VCAM)

Regulacion de la adhesion celular de células madre F5
mesenquimales humanas (hMSC) (liberacion de VCAM)

Regulacion de la adhesion de células de musculo esquelético F6
humanas (hSKMC) (liberacién de VCAM)

Regulacion de la adhesion celular de células musculares lisas de | F7
la arteria pulmonar humanas (hPASMC) (liberacion de VCAM)

El andlisis de los datos para los ensayos de regulacion de la adhesién celular se llevé a cabo dividiendo el valor
numeérico en el pocillo de ensayo entre el valor medio de PBS para la placa de ensayo. Los polipéptidos de AARS
se consideraron un modulador de la adhesion celular o un modulador de la biologia relacionada con la adhesion
celular en caso de obtener un valor medido de mas de 2 DT respecto del valor de PBS en la direccién positiva o
negativa. En el caso de los ensayos ELISA, se corri6 un patron de proteinas (especifico para cada kit de ensayo)
en cada placa para asegurar la buena calidad del ensayo. Solo los ensayos con curvas patrén de proteinas que
tenian un valor de R? de > de 0,9 se seleccionaron para el andlisis de datos.

Diferenciacion celular

Diferenciacion celular de preadipocitos humanos (hPAD) Gl

Diferenciacion celular de células de musculo esquelético humano| G2
(hSKMC)

Diferenciacion celular de células madre mesenquimales G3
humanas (hMSC)

Diferenciacion de células musculares lisas de la arteria pulmonar | G4
humanas (hPASMC)
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El analisis de los datos para los ensayos de diferenciacion celular se llevé a cabo dividiendo el valor numérico en
el pocillo de ensayo entre el valor medio de PBS para la placa de ensayo. Los ensayos de diferenciacion se
puntuaron basandose en la intensidad de fluorescencia de anticuerpos particulares, tal como se describe en la
seccion de métodos. Se consideré que los polipéptidos de AARS eran un modulador de la diferenciacién celular
en caso de obtener una lectura de intensidad de mas de 2 DT respecto del valor de PBS en la direccién positiva o
negativa. Para el analisis de hSKMC, se tomaron fotografias digitales de todos los pocillos y se puntuaron las
fotografias de un modo ciego por tres personas usando un sistema de puntuacién de 4 puntos, donde 4 indic6 una
intensa tincion de actina de muasculo esquelético y una formacién evidente de miotubos. Se usé el valor medio de
la puntuacion visual y solo se consideraron como aciertos los pocillos con un valor medio > 3. Los pocillos tratados
con control de diferenciacién en este ensayo normalmente tuvieron puntuaciones > 2, mientras que los pocillos
tratados con PBS tuvieron puntuaciones < 2.

Unioén celular

Descripcion del ensayo Nimero de ensayo
PBMC H1

Célula T primaria H2

Célula B primaria H3

Monocito primario H4

HepG2 H5

3T3L1 H6

C2C12 H7

THP1 H8

Jurkat H9

Raji H10

Descripcion del ensayo NUmero de ensayo

Se considerd que los polipéptidos de AARS se unian a un tipo celular particular en caso de que la intensidad de
fluorescencia media de células unidas fuese mayor de 2 DT respecto de los valores de reactivo de control para
ese tipo celular.

Tabla E7
Resultados de los estudios de elaboracion de perfil es funcionales de polipéptidos de AARS
Polipéptidos de Ubicacién del marcador » .
AARS epitopico Concentracion [nM] | Aciertos de ensayo
(Proliferacion)
ThrRs1M N-terminal 120 C2 (Activacion de neutrofilos)

D1 (Modulacién de receptores de tipo Toll)
G2 (Diferenciacion celular)

A7 (Proliferacién)
ThrRs1M C-terminal 250 E8 (Liberacion de citocinas)
G1, G2 (Diferenciacion celular)

A7 (Proliferacion)

B1 (Captacion de LDL acetiladas)
ThrRS1"? N-terminal 250 C2 (Activacion de neutréfilos)

D2 (Modulacién de receptores de tipo Toll)
G2 (Diferenciacion celular)

A7 (Proliferacion)

C2 (Activacion de neutrdfilos)

ThrRS1"? C-terminal 250 D2 (Modulacién de receptores de tipo Toll)
E11 (Liberacion de citocinas)

G2 (Diferenciacion celular)
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A7 (Proliferacion)

B1 (Captacion de LDL acetiladas)
ThrRS1" N-terminal 124 C2 (Activacion de neutréfilos)

E4, E14 (Liberacion de citocinas)
G1 (Diferenciacion celular)

A4, A7 (Proliferacion)

B1 (Captacion de LDL acetiladas)
C2 (Activacion de neutrdfilos)

E4 (Liberacion de citocinas)

ThrrRs1™ C-terminal 250

A7 (Proliferacion)

B1 (Captacion de LDL acetiladas)

C2 (Activacion de neutrdfilos)

D1 (Modulacién de receptores de tipo Toll)
E12 (Liberacion de citocinas)

G1 (Diferenciacion celular)

ThrrRs1™ N-terminal 229

B1 (Captacion de LDL acetiladas)
ThrRS1¢ N-terminal 70 C2 (Activacion de neutrdfilos)
G1, G2, G3, G4 (Diferenciacién celular)

A7 (Proliferacion)
C2 (Activacion de neutrofilos)
A8 (Proliferacion)
A7 (Proliferacién)

ThrRS1! C-terminal 131

C2 (Activacion de neutrdfilos)
ThrRS1¢® C-terminal 95 D2 (Modulacién de receptores de tipo Toll)

E1, E8 (Liberacion de citocinas)

Se llega a la conclusion de que ThrRS1™, ThrRS1Y?, ThrRS1™®, ThrRS1™, ThrRS1®! y ThrRS1®® parecen ser
reguladores principales de la proliferacién celular, la diferenciacion, la liberacion de citocinas, la captacion de LDL
acetiladas, la adhesion celular y la quimiotaxis y son posiblemente reguladores de los receptores de tipo Toll y la
activacion de neutrdfilos.

Los datos de exploracion fenotipica demuestran que los polipéptidos de AARS ThrRs1M, (aminoacidos 1-322), y
ThrRS1" (aminoacidos 1-328+1 aa) definen los limites de un primer nuevo dominio de proteina que es altamente
activo en una amplia serie de ensayos de exploracion fenotipica.

Por consiguiente, se llega a la conclusion de que los polipéptidos de AARS que comprenden los aminoéacidos 1-328
de treonil ARNt sintetasa definen los limites aproximados (es decir, en aproximadamente +/- 5 aminoacidos) de un
primer nuevo dominio de proteina AARS altamente activo, que es i) altamente activo funcionalmente, ii) puede
fabricarse y producirse facilmente en E. coli e iii) muestra caracteristicas de estabilidad de proteinas y agregacion
favorables. Los expertos en la materia apreciaran que cualquier polipéptido de AARS que comprenda tan pocos
como 322 aminoacidos de la treonil ARNt sintetasa, hasta tan grandes como polipéptidos que comprenden los
primeros 328 aminoacidos de la treonil ARNt sintetasa, representan equivalentes funcionales de los polipéptidos de
AARS especificos descritos.

Los datos de exploracion fenotipica también demuestran que los polipéptidos de AARS ThrRS1'?, (aminoacidos 1-
146), definen los limites de un segundo nuevo dominio de proteina que es altamente activo en una amplia serie de
ensayos de exploracion fenotipica. Por consiguiente, se llega a la conclusién de que los polipéptidos de AARS que
comprenden los aminoacidos 1-146 de treonil ARNt sintetasa definen los limites aproximados (es decir, en
aproximadamente +/- 5 aminoéacidos) de un segundo nuevo dominio de proteina AARS altamente activo, que es i)
altamente activo funcionalmente, ii) puede fabricarse y producirse facilimente en E. coli e iii) muestra caracteristicas
de estabilidad de proteinas y agregacion favorables.

Ademas, los datos de exploracién fenotipica también demuestran que los polipéptidos de AARS ThrRS1%,
(aminoacidos 307-723), y ThrRS1¢® (aminoéacidos 294-723) definen los limites de un tercer nuevo dominio de
proteina que es altamente activo en una amplia serie de ensayos de exploracion fenotipica.

Por consiguiente, se llega a la conclusion de que los polipéptidos de AARS que comprenden los aminoacidos 294-
723 de treonil ARNt sintetasa definen los limites aproximados (es decir, en aproximadamente +/- 5 aminoacidos) de
un tercer nuevo dominio de proteina AARS altamente activo, que es i) altamente activo funcionalmente, ii) puede
fabricarse y producirse facilmente en E. coli e iii) muestra caracteristicas de estabilidad de proteinas y agregacion
favorables. Los expertos en la materia apreciaran que cualquier polipéptido de AARS que comprende tan pocos
como los aminoéacidos 307-723 de la treonil ARNt sintetasa, hasta tan grandes como polipéptidos que comprenden
los aminoéacidos 294-723 de la treonil ARNt sintetasa, representan equivalentes funcionales de los polipéptidos de
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AARS especificos descritos.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> aTyr Pharma Inc.
Pangu Biopharma Limited
Greene, Leslie Ann
Chiang, Kyle P.

Hong, Fei

Vasserot, Alain P.

Lo, Wing-Sze

Watkins, Jeffry D.
Mendlein, John D.

Quinn, Cheryl L.

<120> DESCUBRIMIENTO INNOVADOR DE COMPOSICIONES TERAPEUTICAS, DIAGNOSTICAS Y DE
ANTICUERPOS RELACIONADAS CON FRAGMENTOS DE PROTEINA TREONIL ARNt SINTETASAS

<130> 120161.483PC

<140> PCT
<141> 27-04-2011

<150> US 61/328.369
<151> 27-04-2010

<150> US 61/328.371
<151> 27-04-2010

<150> US 61/328.373
<151> 27-04-2010

<160> 126

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210>1

<211>77

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 1

aggaggtaaa acatatgcat catcatcatc atcacggtaa gectatcect aaccctttge 60

teggtetega ttetacg

<210>2

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 2
taatgactcg ag 12

<210>3

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido

<400> 3
aggagataaa acatatg

<210>4

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 4
aggaggtaaa acat

<210>5

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 5
aggagataaa acat

<210> 6

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 6
gaaggagata tacat

<210>7

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 7

17

14

14

15

ES 2638311 T3

ggtaagecta tcectaacece tetecteggt ctegatteta cgcaccacca tcatcaccat 60

taatgactecg ag

<210>8

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 8

72

catatgcatc atcatcatca tcacggtaag cctatcecta accctctcecct cggtcotcgat 60

tctacgggat cc

<210>9
<211>12
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400>9
ctcgagtaat ga 12

<210> 10

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 10
catatgggat cc 12

<210>11

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 11

ctcgagggta agectatcce taaccctete cteggtcteg attcetacgea ccaccaccac €0

caccactaat ga
<210> 12
<211> 322
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12

141

72



Met
Glu
Lys
BPro
Lys
£5

Lys
Ser
Leu
Len
Glu
145
Met
Pro
Gly

Ile

Thr
225
Asn

Leu
Lys
Ala
Ero
305
Arg
<210> 13

<211> 966
<212> ADN

Phe
Lys
Lys
Trp
50

Ala
Pro
Trp
Ala
Asp
130
Asp
Gly
Pro

Val

Ile

210
Leu

Glu
Ile
Ala
Asp
290
Lys

Asp

Glu
Pro
Asn
35

Pro
Glu
Ile
Lys
Asp
115
Arg
Glu
Glu
Ile
Se;'
185
Lys

Leu
Lys
Asp
Leu
275
Met

Met

<213> Homo sapiens

<400> 13

Glu
Ile
20

Lys
Glu
His
Lys
Thr
100
Asn
Pro
Glu
Ala
Glu
180

Ser

Glu

Ala
val
Leu
260
Lys
Glu

Leu

Lys
Gly
Glu
Tyr
Asp
Val
85

Thr
Thr
Leu
Ala
Met
165
Asn

Asn

Lys

Met
Asn
245
Cys
Ile
Thr

Lys

ES 2638311 T3

Ala
Ala
Gly
Ile
Ser
70

Thr
Pro
Vval
Glu
Gln
150
Glu
Gly
Asp

Gln

Phe
230
Thr
Arg
His
Leu

Glu
310

Ser
Gly
Ser
Tyr
55

Ile
Leu
Tyx
Ile
Glu
135
Ala
Arg
Phe
Phe

Ala

215
Lys

Pro
Gly
Lys

Gln
295

Trp

Ser
Glu
Gly
40

Thr
Leu
Pro
Gln
Ala
120
Asp
val
Val
Tyr
Ser

200
Phe

Tyr
Thr
Pro
Asn
280
Arg

Glu

Pro
Glu
25

Asp
Arg
Ala
Asp
Ile
105
Lys
Cys
Tyr
Tyr
Tyr

185
Ser

Glu

Asn
Thr
His
265
Ser

Ile

Lys

142

Ser
Lys
Gly
Leu
Glu
Gly
Ala
Val
Thr
Trp
Gly

Gly
Gln
Gly
Glu
Lys
75

Lys
Cys
Asn
Leu
His

155
Gly

170 -

Asp
Leu

Arg

Lys
Thr
250
Val
Ser

Tyr

Phe

Met
Glu

Leu

Phe
235
Val
Arg
Thr
Gly

Gln
315

Lys
Lys
Arg
Met
60

Ala
Gln
Gly
Asn
Glu
140
Ser
Cys
Tyr

Ala

Met
Glu
Ala
45

Tyr
Glu
Val
Ile
val
125
Leu
Ser
Leu
Léq

Leu

“205

G;-u
220
Lys
Tyr
His
Tyr
Ile

300
Glu

val-

Cys

Thr

Trp
285
Ser

Glu

Gly
Gly
30

Glu
Asn
lys
Asgp
Ser

110
val

Ala
Cys
Glu
130
Cys

Lyé

Arg
Cys
Gly
270
Glu
Phe

Ala

Gly

Gly

Ile
Asp
Ala

95
Gln

Trp
Lys
His

Tyr
175

Glu

Lys

Lys

Ile
Gly
255
Lys
Gly

Pro

Lys

Glu
Lys
Asn
Leu
Ser
80
Glu
Gly
Asp
Phe
Ile .
160
Gly
Gly
Lys

Glu

Leu
240
Pro
Ile
Lys
Asp

Asn
320
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atgtttgagyg
ggtgctggtyg
gatggaggte
tataatatac
aagccaatta
acaccatatc
aaagtaaata
cttctcaagt
atgggtgaag
aatggattct
tctetggagyg
gttaagaaag
aatgaaaagg
tgceggggte
tcctcoccacgt
tcattcccag
cgagat

agaaggecag
aagagaagea
gagctgagtt
taaaagcaga
aagtcacttt
aaattgcctg
atgttgtgtg
ttgaggatga
ccatggaaaqg
attatgacat
ctttgtgtaa
aaactttact
tgaatactec
ctcatgttag

actgggaagg
atcctaaaat

ES 2638311 T3

cagteccttca
aaaggaagga
gaatecttag
acatgattec
gcctgatggt
tggaattagt
ggacctggac
ggaagctcag
agtctatggt
gtacctcgaa
gaaaatcatt
ggcaatgttt
aactaccaca
acacacgggc
caaagcagat
gttgaaagag

gggaagatgg
ggcaaaaaga
cctgaatata
attctggcag
aaacaggttg
caaggcctgg
cgococctetgg
gcagtgtatt
ggatgtttat
gaagggggtyg
aaagaaaaac
aagtacaaca
gtctatagat
aaaattaagg
atggagactc

tgggagaagt

gaggcgagga
agaacaaaga
tttacacacg
aaaaggcaga
atgcggaatc
ccgacaacac
aagaagattg
ggcactctag
getacggtece
tgtctageaa
aagcttttga
agttcaaatg
gtggcecttt
ctttaaaaat
tccagagaat
tccaagagga

<210> 14

<211> 146

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Phe Glu Glu lys Ala Ser Ser Pro Ser
1 5 10
Glu Lys Pro Ile Gly Ala Gly Glu Glu Lys
20 25
Asn Lys Glu Gly Ser Gly Asp Gly Gly Ala
35 40 45
Trp Pro Glu Tyr Ile Tyr Thr Arg Leu Glu Met Tyr
50 35 60
Lys Ala Glu His Asp Ser Ile Leu Ala Glu Lys Ala
65 ' 70 75
Lys Pro Ile Lys Val Thr Leu Pro Asp Gly Lys
85 90
Thr Pro Tyr Gln Ile Ala
105
Lys

Gly Lys

Gln Lys Glu

Lys Lys
Pro
Glu
Gln Vval
Thr

100
Asn

Ser Trp Lys Cys Gly Ile

Ile Ala
120
Asp

Ala Thr val Val Asn val

125
Leu

Asp Asn
115 .

Axrg

Leu

Glu Glu Thr

135

Glu
140

Leu Asp Pro Cys Leu

130

Leu

Glu
145

Asp

<210> 15

<211> 438

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 15

143

gaagccgatt
aggatctgga
tcttgagatg
aaaagatagc
ttggaaaact
cgttattgct
taccttggag
tgetecacata
gccaatagaa
tgatttctet
aagactggaa
ccggatattg
gatagatctc
acacaaaaat
ttatggecatt
agctaaaaac

Gly Gly
15
Gly Gly
30
Glu Leu

Asn Ile

Lys Asp
80
Ala
95
Gln

Asp

Ser
110
Val Trp

Leu Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
966

Glu
Lys
Asn
Leu
Ser
Glu
Gly
Asp

Phe
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‘ggtgctggtg

gatggaggte
tataatatac
aagccaatta
acaccatatce
aaagtaaata
cttetcaagt

agaaggccag
aagagaagca
gagctgagtt
taaaagcaga
aagtcacttt
aaattgcocectg
atgttgtgtg
ttgaggat

ES 2638311 T3

cagtccteca
aaaggaagga
gaatccttygg
acatgattce
gectgatggt
tggaattagt
ggacctggac

gggaagatgg
ggcaaaaaga
cctgaatata
attctggcag
aaacaggttg
caaggectgg
cgecctetgg

gaggegagga
agaacaaaga
tttacacacy
aaaaggcaga
atgcggaatce
ccgacaacac
aagaagattg

gaagccgatt
aggatctgga
tettgagatyg
aaaagatagce
ttggaaaact
cgttattget
taccttggag

<210> 16

<211>17

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 16

Met Ser Gln Glu Lys Ala Ser Ser Pro Ser Gly Lys Met Asp Gly Glu
1 5 10 15
Lys
<210> 17
<211> 45
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 17

Pro Val Asp Ala Ser Glu Glu Lys Arg Lys Glu Gly Gly Lys Lys Lys

1 5 1¢ 15
Ser Lys Asp Gly Gly Gly Asp Gly Gly Arg Ala Glu Leu Asn Pro Trp
20 25 30
Pro Glu Tyr Ile Asn Thr Arg Leu Asp Met Tyr Asn Lys
35 40 45
<210> 18
<211> 12
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 18
Leu Lys Ala Glu His Asp Ser Ile Leu Ala Glu Lys
1 5 - 10
<210> 19
<211>74
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 19
Met Ser Gln Glu Lys Ala Ser Ser Pro Ser Gly Lys Met Asp Gly Glu
1 5 " 10 15
Lys Pro Val Asp Ala Ser Glu Glu Lys Arg Lys Glu Gly Gly Lys Lys
20 25 30
Lys Ser Lys Asp Gly Gly Gly Asp Gly Gly Arg Ala Glu Leu Asn Pro
35 . 40 45
Trp Pro Glu Tyr Ile Asn Thr Arg Leu Asp Met Tyr Asn Lys Leu Lys
50 55 60
Ala Glu His Asp Ser Ile Leu Ala Glu Lys
65 70

144

60
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180
240
300
360
420
438
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<210> 20

<211>12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20

Leu Lys Ala Glu His Asp Ser Ile Leu Ala Glu Lys
1 5 10

<210>21

<211>24

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

Ala Ala Lys Asp Ser Lys Pro Ile Lys Val Thr Leu Pro Asp Gly Lys

1 5 10 15
Gln Val Asp Ala Glu Ser Trp Lys
20
<210> 22
<211> 22
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 22

Thr Thr Pro Tyr Gln Ile Ala Cys Gly Ile Ser Gln Gly Leu Ala Asp

1 5 10 15
Asn Thr Val Val Ala Lys
20
<210> 23
<211>58
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23

Leu Lys Ala Glu His Asp Ser Ile Leu Ala Glu Lys Ala Ala Lys Asp

1 S 10 15
Ser Lys Pro Ile Lys Val Thr Leu Pro Asp Gly Lys Gln Val Asp Ala
20 25 30
Glu Ser Trp Lys Thr Thr Pro Tyr Gin Ile Ala Cys Gly Ile Ser Gln
35 - 40 45
Gly Leu Ala Asp Asn Thr Val Val Ala Lys
50 55

<210> 24
<211> 329
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

145



Glu
Lys
Pro
Lys
65

Lys

Ser

Glu
145
Met

Pro
Gly
Ile
Thr

225
Asn

<210> 25
<211>990
<212> ADN

Phe
Lys
Lys
50

Ala
Pro
Trp
Ala
Asp

13¢
Asp

‘Gly

Pro
Vval
Ile
210
Leu
Glu
Ile
Ala
Asp
290
Lys

Asp

Glu
Pro
Asn
35

Pro
Glu
Ile
Lys
Asp
115
Arg
Glu
Glu
Ile
Ser
195
Lys
Leu
Lys
Asp
Leu
275
Met

Met

His

<213> Homo sapiens

<400> 25

Glu
Ile
20

Lys
Glu
His
Lys
Thr
100
Asn
Pro
Glu
Ala
Glu
180
Ser
Glu
Ala
Val
Leu
260
Lys
Glu

Leu

Arg

Lys
Gly
Glu
Tyr
Asp
Val

85
Thr

Ala
Met
165
Asn
Asn
Lys
Met
Asn
245
Cys
Ile
Thr
Lys

Lys
325
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Ala
Ala
Gly
Ile
Ser
70

Thr
Pro
Val
Glu
Gln
150
Glu
Gly
Asp
G1ln
Phe
230
Thx
Arg
His
Leu
Glu

310
Ile

Ser
Gly
Ser
Tyr
55

Ile
Leu
Tyr
Ile
Glu
135
Ala
Arg
Phe
Phe
Ala
215
Lys
Pro
Gly
Lys

Gln

. 295

Trp
Gly

Ser
Glu
Gly
Thr
Leu
Pro
Gln
Ala
120
Asp
Val
Val
Tyr
Ser
200
Phe
Tyr
Thr
Pro
Asn
280
Arg
Glu

Arg

146

Pro
Glu
25

Asp
Arg
Ala
Asp
Ile
105
Lys
Cys
Tyxr
Tyr
Tyr
185
Ser
Glu
Asn
Thx
His
265
Ser
Ile
Lys

Pro

Ser
10

Lys
Gly
Leu
Glu
Gly
Ala
Val
Thr
Trp
Gly
1790

Asp

Leu

Lys
Thrx
250
Val
Ser

Tyr

Phe

Gly
Gln
Giﬁ
Glu
Lys
75

Lys
Cys
Asn
Leu
His

155
Gly

Glu
Leu
FPhe
235
Val
Arg
Thr
Gly

Gln
315

Lys

Lys
Arg
Met
60

Ala
Gln
Gly
Asn
Glu
149
Sear
Cys
Tyr
Ala
Glu
220
Lys
Tyr
His
Tyr
Ile

300
Glu

Met
Glu
Ala
45

Tyr
Glu
val
Ile
val
125
Leu
Ser
Leu
Leu
Leu
205

Val

Cys

Thr

Trp
285
Ser

Glu

Gly
Gly
30

Glu
Asn
Lys
Asp
Ser
110
Vval
Leu
Ala
Cys
Glu
190
Cys
Lys
Arg
Cys
Gly
270
Glu
Phe

Ala

Gly
i5

Gly
Leu
Ile
Asp
Ala

95
Gln

Trp
Lys
His
Tyr
175
Glu
Lys
Lys

Ile

Gly

255

Lys
Gly
Pro

Lys

Glu
.Lys
Asn
Leu
Ser
80

Glu

Gly

Phe
Ile
160
Gly
Gly
Lys
Glu
Leu
240
Pro
Ile
Lys
Asp

Asn
320
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atgtttgagg
ggtgctggtyg
gatggaggtc
tataatatac
aagccaatta
acaccatatc
aaagtaaata
cttetcaagt
atgggtgaag
aatggattct
tctetggagyg
gttaagaaag
datgaaaagg
tgccggggte
tecctecacgt

tcattcecag
cgagatcecata

agaaggccag
aagagaagca
gagctgagtt
taaaagcaga
aagtcacttt
aaattgcectyg

atgttgtgtg

ttgaggatga
ccatggaaag
attatgacat
ctttgtgtaa
aaactttact
tgaatactee
ctcatgttag
actgggaagy

atcctaaaat
ggaaaattgy

<210> 26
<211>118

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 26

Met Phe Glu Glu
1 5
Glu Lys Pro Ile
20
Asn Lys
35

Pro

Lys Lys

Pro Trp Glu

50

Lys Ala Glu His
65
Lys Pro Ile Lys

85
Thr
100

val

Ser Trp Lys

‘Gly Thr Leu

115

<210> 27

<211> 357

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 27

Lys
Gly
Glu
Tyr
Asp
Val
Thr

Len

atgtttgagg
ggtgctggtg
gatggaggtc
tataatatac
aagccaatta
acaccatatc

agaaggccag
aagagaagca
gagctgagtt
taaaagcaga
aagtcacttt
aaattgcectg

<210> 28

<211> 688

<212> PRT
<213> Homo sapiens

ES 2638311 T3

cagtccttca
aaaggaagga
gaatccttgg
acatgattcc
gectgatggt
tggaattagt
ggacctggac
ggaageteag
agtetatggt
gtacctegaa
gaaaatcatt
ggcaatgttt
aactaccaca
acacacgggc
caaagcagat

gttgaaagag
caggccatga

Ala Ser

Ala Gly

Gly Ser
4
Ile Tyr
55
Ser Ile
70
Thr

Pro Tyr

Thr

cagtccttca
aaaggaagga
gaatccttgg
acatgattece
gcetgatggt
tggaattagg

Ser
Glu
Gly
Thr
Leu
Pro

Gln

gggaagatgg
ggcaaaaaga

cctgaatata
attectggcag
aaacaggttg
caaggectag
cgecctetgg
gcagtgtatt
ggatgtttat
gaagggggty
a&aagaaaaac
aagtacaaca
gtctatagat
aaaattaagg
atggagacte

tgggagaagt

Ser
10
Lys

Pro

Glu
25
Asp Gly
0

Arg Leu

Ala Glu
Gly
20
Ala

Asp

Ile
105

gggaagatgg
ggcaaaaaga

cctgaatata
attctggeag
aaacaggttg
tgtattggea

147

gaggcgagga
agaacaaaga
tttacacacyg
aaaaggcaga
atgcggaatce
ccgacaacac
aagaagattg
ggeactctag
getacggtec
tgtetageaa
aagettttga
agttcaaatg
gtggeccttt
ctttaaaaat
tccagagaat

tccaagagga

Gly Lys Met

Gln Lys Glu
Ala
45

Tyr

Gly Arg

Glu Met
60
Lys Ala Glu
75
Lys

Gln vVal

Cys Gly Ile

gaggcgagga
agaacaaaga
tttacacacg
aaaaggcaga
atgeggaate.
ctetagtget

gaagccgatt
aggatctgga
tettgagatg
aaaagatage
ttggaaaact
cgttattget
taccttggag
tgctcacata
gccaatagaa
tgatttctet
aagactggaa
cocggatattg
gatagatctc
acacaaaaat
ttatggecatt

agctaaaaac

Gly Gly
15
Gly Gly

Glu Leu

Asn Ile

Lys Asp

80
Ala
95
Cys

Asp

Arg
110

gaagccgatt
aggatctgga
tcttgagatg
aaaagatagce
ttggaaaact
cacataa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
€600
660
720
780
840
0o

960
990

Glu
Lys
Asn
Leu
Ser
Glu

Ile

60

120
180
240
300
357



<400> 28

Met
1
Glu
Lys
Pro
Lys

65

Lys
Ser
Leu

Leu

Glu

Phe
Lys
Lys
Trp
50

Al'a
Pro
Trp
Ala
Asp

130
Asp

Glu
Pro
Asn
35

Pro
Glu
Ile
Lys
Asp
115
Arg

Glu

Glu
Ile
20

Lys
Glu
His
Lys
Thr
100
Asn

Pro

Glu

Lys
Gly
Glu
Tyr
Asp
Val
85

Thr
Thr

Leu

Ala

ES 2638311 T3

Ala
Ala
Gly
Ile
Ser
70

Thr
Pro
Val

Glu

Gln

Ser
Gly
Ser
Tyr
55

Ile
Leu
Tyr
Ile
Glu

135
Ala

Ser
Glu
Gly
40

Thr
Leu
Pro
Gln
Ala
120
Asp

val

148

Pro
Glu
25

Asp
Arg
Ala
Asp
Ile
105
Lys
Cys

Tyr

Ser
10

Lys
Gly
Leu
Glu
Gly
90

Ala
Val

Thr

Gly
Gln
Gly
Glu
Lys
75

Lys
Cys
Asn

Leu

His

Lys
Lys
Arg
Met
60

Ala
Gln
Gly
Asn
Glu

140
Ser

Met
Glu
Ala
45

Tyr
Glu
val
Ile
val
125

Leu

Ser

Gly
Gly
30

Glu
Asn
Lys
Asp
Ser
119
Vval

Leu

Ala

Gly
Gly
Leu
Ile
Asp
Ala

95
Gln

Trp
Lys

His

Glu
Lys
Asn
Leu
Ser
80

Glu
Gly
Asp

Fhe

Ile



ES 2638311 T3

145 150 155 160
Met Gly Glu Ala Met Glu Arg Val Tyr Gly Gly Cys Leu Cys Tyr Gly
165 1790 . 178
Pro Pro Ile Glu Asn Gly Phe Tyr Tyr Asp Met Tyr Leu Glu Glu Gly
180 185 1%0
Gly Val Ser Ser Asn Asp Phe Ser Ser Leu Glu Ala Leu Cys Lys Lys
195 200 205
Ile Ile Lys Glu Lys Gln Ala Phe Glu Arg Leu Glu Val Lys Lys Glu
210 215 220
Thr Leu Leu Ala Met Phe Lys Tyr Asn Lys Phe Lys Cys Arg Ile Leu
225 230 235 240
Asn Glu Lys Val Asn Thr Pro Thr Thr Thr Val Tyr Arg Cys Gly Pro
245 25Q 255
Leu Ile Asp Leu Cys Arg Gly Pro His Val Arg His Thr Gly Lys Ile
260 265 270
Lys Ala Leu Lys Ile His Lys Asn Ser Ser Thr Tyr Trp Glu Gly Lys
275 280 285
Ala Asp Met Glu Thr Leu Gln Arg Ile Tyr Gly Ile Ser Phe Pro Asp
230 295 300
Pro Lys Met Leu Lys Glu Trp Glu Lys Phe Gln Glu Glu Ala Lys Asn
305 310 315 320
Arg Asp His Arg Lys Ile Gly Arg Asp Gln Glu Leu Tyr Phe Phe His
325 330 335
Glu Leu Ser Pr¢ Gly Ser Cys Phe Phe Leu Pro Lys Gly Ala Tyr Ile
340 345 350
Tyr Asn Ala Leu Ile Glu Phe Ile Arg Ser Glu Tyr Arg Lys Arg Gly
355 360 365
Phe Gln Glu Val Val Thr Pro Asn Ile Phe Asn Ser Arg Leu Trp Met
370 375 380
Thr Ser Gly His Trp Gln His Tyr Ser Glu Asn Met Phe Ser Phe Glu
385 3%0 395 400
Val Glu Lys Glu Leu Phe Ala Leu Lys Pro Met Asn Cys Pro Gly His
405 410 415
Cys Leu Met Phe Asp His Arg Pro Arg Ser Trp Arg Glu Leu Pro Leu
420 425 430
Arg Leu Ala Asp Phe Gly Val Leu His Arg Asn Glu Leu Ser Gly Ala
435 440 445
Leu Thr Gly Leu Thr Arg Val Arg Arg Phe Gln Gln Asp Asp Ala His
450 455 460
Ile Phe Cys Ala Met Glu Gln Tle Glu Asp Glu Ile Lys Gly Cys Leu
465 470 475 480
Asp Phe Leu Arg Thr Val Tyr Ser Val Phe Gly Phe Ser Fhe Lys Leu
485 490 495
Asn Leu Ser Thr Arg Pro Glu Lys Phe Leu Gly Asp Ile Glu Val Trp
500 505 510
Asp Gln Ala Glu Lys Gln Leu Glu Asn Ser Leu Agsn Glu Phe Gly Glu
515 520 528
Lys Trp Glu Leu Asn Ser Gly Asp Gly Ala Phe Tyr Gly Pro Lys Ile
530 535 540
Asp Ile Gln Ile Lys Asp Ala Tle Gly Arg Tyr His Gln Cys Ala Thr
545 550 555 560
Ile Gln Leu Asp Phe Gln Leu Pro Ile Arg Phe Asn Leu Thr Tyr Val
565 570 575
Arg Pro Phe Trp lLeu Ser Pro Arg Gln Val Met Val val Pro Val Gly
580 585 590
Pro Thr Cys Asp Glu Tyr Ala Gln Lys Val Arg Gln Gln Phe His Asp
595 600 605
Ala Lys Phe Met Ala Asp Ile Asp Leu Asp Pro Gly Cys Thr Leu Asn
610 ~ 615 620
Lys Lys Ile Arg Asn Ala Gln Leu Ala Gln Tyr Asn Phe Ile Leu Val
625 ' 630 635 640
Val Gly Glu Lys Glu Lys Ile Ser Gly Thr Val Asn Ile Arg Thr Arg
645 . 650 655
Asp Asn Lys Val His Gly Glu Arg Thr Ile Ser Glu Thr Ile Glu Arg
660 665 670

Leu Gln Gln Leu Lys Glu Phe Arg Ser Lys Gln Ala Glu Glu Glu Phe
675 680 685

149



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 29

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

ccgagatcat aggaaaattg gcaggccatg atggtgatga taagaaaagg 50

<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

<210> 31

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31

1

ES 2638311 T3

5

catatcaaat tgcctgtgga attaggtgta ttggcactct agtgctcaca 50

<210> 32

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Tyr Gln Ile Ala Cys Gly Ile Arg Cys Ile Gly Thr Leu Val Leu Thr

1

<210> 33

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33

5

tcagatttaa tcttacttat gtaaggccct tttggctgte ccctcgecag 50

<210> 34

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Arg Phe Asn Leu Thr Tyr Val Arg Pro Phe Trp Leu Ser Pro Arg Gln

1

<210> 35

<211> 346

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 35

5

150

Arg Asp Hig Arg Lys Ile Gly Arg Pro

10

10

15

15



10

Met
Gly
Gly
Gln
Gly
65

Glu
Lys
Lys
Cys
Asn
145
Leu
His
Gly
Met
Glu
225
Leu
Phe
Val
Arg
Thr
305
Gly
Gln

<210> 36

<211> 346
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

His

Lys

Lys
50

His
Asp
Met

35
Glu

Arg Ala

Met
Ala
Gln
Gly
130
Asn
Glu
Ser
Cys
Tyr
210
Ala
Glu
Lys
Tyr
His
250
Tyr

Ile

Glu

Tyr
Glu
Val
115
Ile
vVal
Leu
Ser
Leu
195
Leu
Leu
Val
Cys
Arg

275
Thr

Trp
Ser

Glu

His
Sear
20

Gly
Gly
Glu
Asn
Ly=s
100
Asp

Ser

Val

Leu

Ala
180
Cys
Glu
Cys
Lys
Arg
260
Cys
Gly
Glu
Phe

Ala
340

His
Thr
Gly
Gly
Leu
Ile
85

Asp
Ala
Gln
Trp
Lys
165
His
Tyr
Glu
Lys
Lys
245
Ile
Gly
Lys
Gly
Pro

325
Lys

ES 2638311 T3

His
Gly
Glu
Lys
Asn
70

Leu
Ser
Glu
Gly
Asp
150
Phe
Ile
Gly
Gly
Lys
230
Glu
Leu
Pro
Ile
Lys
310
Asp

Asn

His
Ser
Glu
Lys
55

Pro
Lys
Lys
Ser
Léu
135
Leu
Glu
Met
Prq
Gly
215
Ile
Thr
Asn
Leu
Lys
295
Ala

Pro

Arg

Gly
Phe
Lys
49

Lys
Trp
Ala

Pro

Trp
120
Ala
Asp
Asp
Gly
Pro
200
Val
Ile
Leu
Glu
Ile
280
Ala
Asp
Lys

Asp

Lys
Glu
25 -
Pro
Asn
Pro
Glu
Ile
105
Lys

Asp

Glu
Glu
185
Ile
Ser
Lys
Leu
Lys
265
Asp
Leu
Met

Met

i.eu
345

Pro
10

Glu
Ile
Lys
Glu
His
20

Lys
Thr
Asgn
Pro
Glu
170
Ala
Glu
Ser
Glu
Ala
250
val
Leu
Lys
Glu
Leu

330
Glu

Ile
Lys
Gly
Glu
Tyr
75

Agp
val
Thr
Thr
Leu
155
Ala
Met
Asn
Asn
Lys
235
Met
Aszn
Cys
Ile
Thr

315
Lys

Pro
Ala
Ala
Gly
60

Ile
Ser
Thr
Pro
Vval
140
Glu
Gln
Glu
Gly
Agp
220
Gln
Phe
Thr
Arg
His
300
Leu

Glu

Asn
Ser
Gly
45

Ser
Tyr
Ile
Leu
Tyr
125
Ile
Glu
Ala
Arg
Phe
205
Phe
Ala
Lys
Pro
Gly
285
Lys

Gin

Trp

Pro
Ser
30

Glu
Gly
Thr
Leu
Pro
110
Gln

Ala

Asp

Val
Val
1%0
Tyr
Ser
Phe
Tyr
Thr
270
Pro
Asn

Arg

Glu

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 36

151

Leu
15

Pro

Glu
Asp
Arg
Ala
25

Asp
Ile
Lys
Cys
Tyr
175
Tyr
Tyr
Ser
Glu
Asn
255
Thr
His
Ser

Ile

Lys
335

Ser
Lys
Gly
Leu
80

Glu
Gly
Ala
val

Thr
160

Trp
Gly
Asp
Leu
Arg
240
Lys
Thr
val
Ser
TYr

320
Phe
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Met
Gly

Gly

Leu
Ile
65

Asp
Ala
Gln
Trp
Lys
145
His
Tyr
Glu
Lys
Lys
225
Ile
Gly
Lys
Gly
Pro
305
Lys
Leu

<210> 37

<211> 166
<212> PRT

Gly
Glu

Lys

Asn
50

Leu
Ser
Glu
Gly
Asp
130
Phe
Ile
Gly
Gly
lys
210
Glu
Leu
Pro
Ile
Lys
290
Asp

Asn

Asp

Ser
Glu

Lys
35

Pro
Lys
Lys
Ser
Leu
115
Leun
Glu
Met
Pro
Gly
195
Ile
Thr
Asn
Leu
Lys
275
Ala
Pro
Arg

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis (ADN2.0)

<400> 37

Phe
Lys

20
Lys

Trp
Ala
Pro
100
Ala
Asp
Asp
Gly
Pro
180
Val
Ile
Leu
Glu
Ile
260
Ala
Asp
Lys
Asp

Thr
340

Glu
Pro

Asn

Pro
Glu
Ile
85

Lys
Asp
Arg
Glu
Glu
165
Ile
Sar
lys
Leu
Lys
245
Asp
Leu
Met
Met
Leu

325
His

ES 2638311 T3

Glu
Ile

Lys

Glu
Hisg
70

Lys
Thr
Asn
Pro
Glu
150
Ala
Glu
Ser
Glu
Ala
230
Vval
Leu
Lys
Glu
Leu
310
Glu

His

Lys
Gly

Glu

Tyr
55

Asp
Vval
Thr
Thr
Leu
135
Ala
Met
Asgn
Agn
Lys
215
Met
Asn
Cys
Ile
Thr
295
Lys
Gly

His

Ala
Ala

Gly
40

Ile
Ser
Thr
Pro
Val
120
Glu
Gln
Glu
Gly
Asp
200
Gln
FPhe
Thr
Arg
His
280
Leu
Glu
lys

His

152

Ser
Gly

25
Ser

Tyr
Ile
Leu
Tyr
105
Ile
Glu
Ala
Arg
Phe
185
Phe
Ala
Lys
Pro
Gly
265
Lys
Gln
Trp

Pro

Hig
345

Ser
10
Glu

Gly

Thr
Leu
Pro
S0

Gln
Ala
Asp
val
Val
170
Tyr
Ser
Phe
Tyr
Thr
250
Pro
Asn
Arg
Glu
Ile

330
His

Pro
Glu

Asp

Aryg
Ala
15

Asp
Ile
Lys
Cys
Tyr
155
Tyr
Tyr
Ser
Glu
Asn
235
Thr
His
Ser
Ile
Lys

315
Pro

Ser
Lys

Gly

Leu
60

Glu
Gly
Ala
Val

Thr
140

Trp
Gly
Asp
Leun
Arg
220
Lys
Thr
val

Ser

Tyr

~300

Phe

Asn

Gln

Gly
45

Glu
Lys
Lys
Cys
Asn

125
Leu

His

Gly
Met
Glu
205
Leu
Phe
Val
Arg
Thr
285
Gly
Gln

Pro

Lys
Lys

30
Arg

Met
Ala
Gln
Gly
110
Asn
Glu
Ser
Cys
Tyr
190
Ala
Glu
Lys
Tyr
His
270
Tyr
Ile
Glu

Leu

Met
15
Glu

Ala

Tyr
Glu
val
95

Ile
Val
Leu
Ser
Leu
175
Leu
Leu
Val
Cys
Arg
255
Thr
Trp
Ser
Glu

Leu
335

Gly
Gly

Glu

Asn
Lys
80

Asp
Ser
val
Leu
Ala
160
Cys
Glu
Cys
Lys
Arg
240
Cys
Gly
Glu
Phe
Ala

320
Gly



10

15

Met
Gly
Met
Glu
Ala
65

Tyr
Glu

val

Ile

Val
145
Leu

<210> 38
<211> 166
<212> PRT

His
Leu
Gly
Gly
Glu
Asn
Lys

Asp

Ser
130
Val

Leu

His
Asp
Gly
35

Gly
Leu
Ile

Asp

Ala

115
Gln

Trp

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis (ADN2.0)

<400> 38
Met
1
Glu
Lys
Pro
Lys
€5
Lys
Ser
Leu
Leu
Glu

145
His

<210> 39
<211> 349
<212> PRT

Phe
Lys
Lys
Trp
50

Ala

Pro

Trp

Asp
130
Asp

His

Glu
Pro
Asn
35

Pro
Glu
Ile
Lys
Asp
115
Arg
Gly

His

<213> Secuencia artificial

His
Ser
20

Glu
Lys
Asn
Leu
Ser

100
Glu

Gly
Asp

Phe

Glu

Ile
20

Lys
Glu
His
Lys
Thr
100
Asn
Pro

Lys

His

His
Thx
Glu
Lys
Pro
Lys
85

Lys

Ser

Leu
Leu

Glu
165

Lys
Gly
Glu
Tyr
Asp
Val
Thr
Thr
Leu
Pro

His
165

ES 2638311 T3

His
Phe
Lys
Lys

Trp

70

Ala

Bro

Trp

Ala
Asp

150
Asp

Ala
Ala
Gly
Ile
Ser
70

Thr
Pro
Val

Glu

Ile

-150

His

His
Glu
Pro
Asn
55

Pro
Glu

Ile

Lys

Asp
135
Arg

Ser
Gly
Ser
Tyr

55
Ile

Tyr
Ile
Glu

135
Pro

Gly
Glu
Ile
40

Lys
Glu
His
Lys

Thr

120
Asn

Pro

Ser
Glu
Gly

Thr

Pro
Gln
Ala
120
Asp

Asn

153

Lys
Lys
25

Gly
Glu
Tyr
Asp
val

105
Thr

Thr

Leu

Pro
Glu
25

Asp
Arg
Ala
Asp
Ila
105
Lys
Cys

Pro

Pro
10

Ala
Ala
Gly
Ile
Ser
20

Thr

Pro

Val

Glu

Ser
10

Lys
Gly
Leu
Glu
Gly
Ala
Vval

Thr

Leu

Ile
Ser
Gly
Sar
Tyr
75

Ile

Leu

Tyr

Tle

Glu

Pro
Ser
Glu
Gly
Thr
Leu
Pro

Gln

Ala
140
Asp

155

Gly
Gln
Gly
Glu
Lys
75

Lys
Cys
Asn

Leu

Leu
155

Lys
Lys
Arg
Met
&0

Ala
Gln

Gly

Glu
140
Gly

Asn
Pro
Glu
45

Asp
Arg
Ala
Asp

Ile

125
Lys

Cys

Met
Glu
Ala
45

Tyr
Glu
Val
Ile
Val
125
Leu

Leu

Pro
Sear
30

Lys

Gly

Glu
Gly

110
Ala

val

Thr

Gly
Gly
30

Glu
Asn
Lys
Asp
Ser
110
val

Leu

Asp

Leu
15

Gly
Gln
Gly
Glu
Lys
95

Lys

Cys

Asn

Leu

Gly
15

Gly
Leu
Ile
Asgp
Ala

95
Gln

Trp
Lys

Ser

Leu
Lys
Lys
Arg
Met
Ala
Gln

Gly

Asn

Glu
160

Glu
Lys
Asn
Leu
Ser
80

Glu
Gly
Asp
Phe

Thr
160



10

15

<220>

ES 2638311 T3

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 39

Met
1
Gly
Met
Glu
Ala

65
Tyr

Glu
Val
Ile
Val
145

Leu

Ser

Lau

Leu
228
Val

Glu

<210> 40
<211> 349
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

His
Leu
Gly
Gly
Glu

Asn

Lys
Asp
Ser
130
Val

Leu

Cys
Glu
210
Cys
Lys
Arg
Cys
Gly
290
Glu
Phe

Ala

His
Asp
Gly
35

Gly
Leu

Ile

Asp
Ala

115
Gln

Trp
Lys
His
Tyr
195
Glu
Lys
Lys
Ile
Gly
275
Lys
Gly

Pro

Lys

Hisg
Ser
20

Glu
Lys

Asn

Leu

Ser
100
Glu
Gly
Asp
Phe
Ile
180
Gly
Gly
Lys
Glu
Len
260
Pro
Ile
Lys

Asp

Asn
340

His
Thr
Glu
Lys
Pro

Lys
85

Lys
Ser
Leu
Leu
Glu
165
Met
Pro
Gly
Ile
Thr
245
Asn
Leu
Lys
Ala
Pro

325
Arg

His
Phe
Lys
Lys
Tep

70
Ala

Pro
Trp
Ala
Asp
150
Asp
Gly
Pro
Val
Ile
230
Glu
Ile
Ala
Asp
310
Lys

Asp

His
Glu
Pro
Asn
55

Pro

Glu

Ile
Lys
Asp
135
Arg
Glu
Glu
Ile
Ser

215
Lys

Lys
Asp
Leu
295
Met
Met

His

Gly
Glu
Ile
40

Lys
Glu
His
Lys
Thr
120
Asn
Pro
Glu
Ala
Glu
200
Ser
Glu
Ala
val
Leu
280
Lys
Glu
Leu

Arg

Lys
Lys
25

Gly
Glu
Tyr
Asp
val
105
Thr
Thr
Leu
Ala
Met
185
Asn
Asn
Lys
Met
Asn
265
Cys
Ile
Thr
Lys

Lys
345

Pro
10

Ala
Ala
Gly
Ile
Ser
90

Thr
Pro
val
Glu
Gln
170
Glu
Gly
Asp
Gln
Phe
250
Thr
Arg
Hisg
Leu
Glu

330
Ile

Ile
Ser
Gly
Ser
Tyr

75
Ile

Leu
Tyr
Ile
Glu
155
Ala
Arg
Phe
Phe
Ala
235
Lys
Pro
Gly
Lys
Gin
315
Trp

Gly

Pro
Sexr
Glu
Gly
Thr

Leu

Pro
Gln
Ala
140
Asp
Val
Val
Tyx
Ser
220
Phe
Tyr
Thr
Pro
Asn
300

Arg

Glu

Arg

Asn
Pro
Glu
45

Asp

Arg

Ala

Asp
Ile
125
Lys
Cys
Tyr
Tyr
Tyr
205
Ser

Glu

Asn

His
285
Ser
Ile
Lys

Pro

Pro
Ser
30

Lys
Gly
Leu

Glu

Gly
110
Ala
Val
Thr
Trp
Gly

190
Asp

Arg
Lys
Thr
270
Val
Ser

Tyr

FPhe

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 40

154

Leu
15

Gly
Gln

Gly

‘Glu

Lys
95

Lys

Cys

Leu
His
175
Gly
Met
Glu
Leu
FPhe
255
val
Arg
Thr
Gly

Gln
335

Leu
Lys
Lys
Arg
Met

80
Ala

Gln
Gly
Asn
Glu
160
Ser
Cys
Tyr
Ala
Glu
240
lys
Tyr
His
Tyr
Ile

320
Glu



10

Met
Glu
Lys
Pro
Lys
65
Lys
Ser
Leu
Leu
Glu
145
Met
Pro
Gly
Ile
Thr
225
Asn
Lau
Lys
Ala
Pro
305
Arg
Leu
<210>41

<211> 142
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe
Lys
Lys
Trp
50

Ala
Pro
Trp
Ala
Asp
130

Asp

Gly

Pro
val
Ile
210
Leu
Glu
Ile
Ala
Asp
290
Lys
Asp

Leu

Glu
Pro
Asn
35

Pro
Glu
Ile
Lys
Asp
115
Arg

Glu

Glu

Ile
Ser
185
Lys
Leu
Lys
Asp
Leu
275
Met
Met
His

Gly

Glu
Ile
20

Lys
Glu
His
Lys
Thr
100
Asn
Pro
Glu
Ala
Glu
180
Ser
Glu
Ala
val
Leu
260
Lys

Glu

Leu

Leu
340

Lys
Gly
Glu
Tyr
Asp
val
85

Thr
Thr
Leu
Ala

Met

165
Asn

Asn
Lys
Met
Asn
245
Cys
Ile
Thr
Lys
Lys

325
Asp

ES 2638311 T3

Alza
Ala
Gly
Ile
Ser
70
Thr
Pro
val
Glu
Gln
150
Glu
Gly
Asp
Gln
Phe
230
Thr
Arg
His
Leu
Glu
310
Ile

Ser

Ser
Gly
Ser
Tyr
Ile
Leu
Tyr
Ile
Glu
135

Ala

Arg

Phe
Phe
Ala
215
Lys
Pro
Gly
Lys

Gln
285
Trp

Gly

Thr

Ser
Glu
Gly
490

Thr
Leu
Pro
Gln
Ala
120
Asp

Val

Val

Tyr
Ser
200
Phe
Tyr
Thr
Pro
Asn
280
Arg
Glu

Arg

His

Pro
Glu
25
Asp
Arg
Ala
AsSp
Ile
105
Lys
Cys
Tyr
Tyr
Tyr
185
Ser
Glu
Asn
Thr
His
265
Ser
Ile
Lys

Pro

His
345

Ser
10

Lys
Gly
Leu
Glu
Gly
30

Ala
Val
Thr
Trp
Gly

170
Asp

Leu
Arg
Lys
Thr
250
Val
Ser
Tyr
Phe
Gly

330
His

Gly
Gln
Gly
Glu
Lys
75
Lys
Cys
Asn
Leu
His
155
Gly
Met
Glu
Leu
Phe
235
val
Arg
Thr
Gly
Gln
315

Lys

His

Lys
Lys
Arg
Met
a0

Ala
Gln
Gly
Asn
Glu
14¢

Ser

Cys

Tyr
Ala
Glu
220
Lys
Tyr
Hisg
Tyr
Ile
300
Glu

Pro

His

Met
Glu
Ala
45
Tyr
Glu
Val
Ile
val
125
Leu

Ser

Leu

Leu
Leu
205
val
Cys
Arg
Thr

Trp
285
Ser
Glu
Ile

His

Gly
Gly
Glu
Asn
Lys
Asp
Ser
110
val
Leu
Ala
Cys
Glu
190
Cys
Lys
Arg
Cys
Gly
270
Glu
Phe

Ala

Pro

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 41

155

Gly
15

Gly
Leu
Ile
Asp
aAla

85
Gln

Trp
Lys
His
Tyr

175
Glu

Lys
Lys
Ile
Gly
255
Lys
Gly

Pro

Lys

‘Asn

335

Glu
Lys
ASn
Leu
Ser
80
Glu
Gly
Asp
Phe
Ile
160
Gly
Gly
Lys
Glu
Leu
240
Pro
Ile
Lys
Asp
Asn

320
Pro



10

15

20

Met
1
Gly
Gly
Gln
Gly

65
Glu
Lys
Lys
Cys
<210> 42

<211> 142
<212> PRT

Hisg

Lys
Lys
50

Arg
Met
Ala
Gln

Gly
130

His
Asp
Met
35

Glu
Ala
Tyr
Glu
Val

115
Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

His
Ser
20

Gly
Gly
Glu
Asn
Lys
100
Asp

Arg

Hisg
Thr
Gly

Gly

Ile
g5

Asp
Ala

Cys

ES 2638311 T3

Hisg
Gly
Glu
Lys
Asn
70

Leu
Ser

Glu

Ile

His
Ser
Glu
Lys
55

Pro
Lys
Lys
Ser

Gly
135

Gly
Phe
Lys
40

Lys
Trp
Ala

Pro

Trp
120
Thr

Lys
Glu
25

Pro
Asn
Pro
Glu
Ile
105
Lys

Leu

Pro
10

Glu
Ile
Lys
Glu
His
90

Lys

val

Ile
Lys
Gly
Glu
Tyr
75

Asp
val

Thx

Pro
Ala
Ala
Gly
Ile
Ser
Thr
Pro

Thr
140

Asn
Ser
Gly
45

Ser
Tyr
Ile
Leu
Tyr

125
Leau

Pro
Ser
30

Glu
Gly
Thr
Leu
Pro
110
Gln

Glu

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 42

Met
i
Gly
Gly
Leu
Ile

65

Asp
Ala
Cys

Pro
<210>43

<211>170
<212> PRT

Gly
Glu
Lys
Asn
50

Leu
Ser
Glu

Ile

Leu
130

Ser
Glu
Lys
35

Pro
Lys
Lys
Ser
Gly

115
Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe
Lys
20

Lys
Trp
Ala

Pro

Trp
100
Thr

Gly

Glu
Pro
Asn
Pro
Glu
Ile
85

Lys
Leu

Leu

Glu
Ile
Lys
Glu
His
70

Lys
Thr

Val

Asp

Lys
Gly
Glu
Tyr
55

Asp
Val
Thr

Leu

Ser
135

Ala
Ala
Gly
40

Ile
Ser
Thr
Pro
Thr

120
Thr

Ser
Gly
Ser
Tyr
Ile
Leu
Tyr
105

Leu

His

Ser
10

Glu
Gly
Thr
Leu
Pro
90

Gln
Glu

His

Pro
Glu
Asp
Arg
Ala
75

Asp
Ile

Gly

His

Ser
Lys
Gly
Leu
60

Glu
Gly
Ala

Lys

His
140

Gly
Gln
Gly
415

Glu
Lys
Lys
Cys
Pro

125
His

Lys
Lys
30

Arg
Met
Ala
Gln
Gly
110
Ile

His

Leu
15

Pro
Glu
Asp
Arg
95

Asp

Ile

Met
15

Glu
Ala
Tyr
Glu
val
95

Ile

Pro

Leu
Ser
Lys
Gly
Leu
80

Glua
Gly

Ala

Gly
Gly
Glu
Asn
Lys
80

Asp
Arg

Asn

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis (Genewiz)

<400> 43

156



10

15

Met His
Gly Leu
Gly Lys

Gln Lys
50

Gly Arg

65

Glu Met

Lys Ala
Lys Gln

Cys Gly
130

Asn Asn

145

Leu Glu

<210> 44
<211>170
<212> PRT

Hig
Asp
Met
35

Glu
Ala
Tyr
Glu
Val
115
Ile

Val

Leun

<213> Secuencia artificial

<220>

His
Ser
20

Gly
Gly
Glu
Asn
Lys
100
Asp
Ser

Val

Leun

His
Thr
Gly
Gly
Leu
Ile
85

Asp
Ala
Gln
Trp

Lys
165

ES 2638311 T3

His
Gly
Glu
Lys
Asn
70

Leu
Ser
Glu
Gly
Asp

150
Phe

Hig
Ser
Glu
Lys
55

Pro
Lys
Lys
Ser
Leu
135

Leu

Glu

Gly
Phe
Lys
40

Lys
Trp
Ala

BPro

Trp
120
Ala

Asp

Agp

Lys
Glu
25

Pro
Asn
Pro
Glu
Ile
105
Lys
Asp
Arg

Leu

Pro
10

Glu
ITle
Lys
Glu
His
90

Lys
Thr
Asn

Pro

Glu
170

Ile
Lys
Gly
Glu
Tyr
75

Asp
Val
Thr

Thr

Leu
155

Pro
Ala
Ala
Gly
60

Ile
Ser
Thr
Pro
Val

140
Glu

Asn
Ser
Gly
45

Ser
Tyr
Ile
Leu
Tyr
125
Ile

Glu

Pro
Ser
30

Glu
Gly
Thr
Leu
Pro
110
Gln
Ala

Asp

Leu
15

Pro
Glu
Asp
Arg
Ala
95

Asp
Ile
Lys

Cys

Leu
Ser
Lys
Gly
Leu
80

Glu
Gly
Ala

val

Thr
160

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis (Genewiz)

<400> 44

Met Gly

Gly Glu
Gly Lys

Leu Asn
50

Ile Leu

€5

Asp Ser

Ala Glu
Gln Gly

Txp Asp
130

Lys Phe

145

Leu Asp

<210> 45
<211> 975
<212> ADN

Ser

Glu
Lys
35

Pro
Lys
Lys
Ser
Leu
115
Leu

Glu

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe

Lys
20

Lys
Trp
Ala

Pro

Trp
100
Ala
Asp
Asp

Thr

Glu

Pro
Asn
Pro
Glu
Ile
85

Lys
Asp
Arg
Leu

His
165

Glu Lys Ala Ser Ser Pro Ser

Ile
Lys
Glu
His
70

Lys
Thr
Asn
Pro
Glu

150
His

Gly
Glu
Tyr
55

Asp
Val
Thr
Thr
Leu
135
Gly

His

Ala
Gly
Ile
Ser
Thr
Pro
Val
120
Glu
Lys

His

157

Gly
25

Ser
Tyr

Ile

Tyr
105
Tie
Glu

Pro

His

10
Glu

Gly
Thr
Leu
Pro

20
Gln

Asp
Ile

His
170

Glu
Asp
Arg
75

Asp
Ile
Lys
Cys

Pro
155

Lys
Gly
Leu
60

Glu
Gly
Ala
val
Thr

140
Asn

Gly Lys

Gln
Gly
Glu
Lys
Lys
Cys
Asn
125

Leu

Pro

Lys
30

Arg
Met
Ala
Gln
Gly
110
Asn

Glu

Leu

Met
15
Glu
Ala
Tyr
Glu
Val
95
Tle
Val

Leu

Leu

Gly

Gly
Glu
Asn
Lys
80

AsSp
Ser
val

Leu

Gly
160



ES 2638311 T3

<223> Polinucleétido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

<400> 45

10

15

20

25

30

ggatectteg
attggtgctg
ggcgacggceg
atgtataaca
tccaaaccga
acgacacegt
gctaaagtga
gagetgetga
atcatgggag
gaaaatggcet
tegtegetgg
gaagtgaaaa
ctgaacgaga
ctgtgeegtyg
aacagctcga
atctcattece
aaccegtgacce

aagaaaaagc
gcgaagagaa
gtegtgetga
tcctgaaage
ttaaagtgac
atcagattge
ataacgtggt
aatttgagga
aagcaatgga
tctattatga
aagctctgtg
aagaaaccct
aagtgaacac
gtecacacgt
cgtattggga
cggacccaaa
tcgag

<210> 46

<211> 447

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

gagecageect
acagaaagaa
actgaatcct
cgagcatgat
cetgecggat
ctgtggtatc
gtgggatcty
tgaggaagea
acgtgtgtat
catgtatctg
taaaaaaatc
getggecaatg
ccogaccaca
cegteatace
aggcaaagceqg
aatgctgaaa

agcggtaaaa
ggcggtaaaa
tggccggagt
tctattetgg
ggaaaacaag
agtcaaggtc
gacecgtecte
caggecgttt
ggtggatgte
gaagagggtyg
atcaaagaga
ttcaaatata
actgtttatce
ggcaaaatca
gatatggaga
gagtgggaga

tgggtggega
aaaaaaacaa
atatctatac
cggagaaage
ttgatgecega
tggcegacaa
tggaggaaga
attggcatag
tgtgttatgg
gtgttagtag
aacaagcctt
acaaattcaa
getgtggece
aagccctgaa
ctetgeoageg
aattccaaga

<223> Polinucleétido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones (ADN2.0)

<400> 46

tttgaagaga
gctggogaag
ggeggtegtyg
aacatcctga

aagccagcetc
aaaagcagaa
cggaactgaa
aagcagaaca

cecgatcaaag
ccgtatcaga ttgcgtgtgg
gtcaataatg tegtttggga
ttgaaattcg aggattaatg

ttactctgec

<210> 47

<211> 996

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

tecctageggt aagatgggtg gtgaagagaa

agaaggcggec aagaagaaaa
tecgtggeeg gagtacattt
cgacagcate ctggcagaga

ggacggcaag caagtggatg
tattagccaa ggcttggegy
cctggatoege ccactggaag

actcgag

acaaagaggg
acaccegtot

aggcggagaa

cagagagcetg
ataacacggt
aggattgcac

<223> Polinucleétido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

<400> 47

158

agagaaacca
agagggcage
acgectggag
agagaaagac
gtcoctggaaa
taccgtgatt
ttgtaccctg
cagcgeccac
toogecgatt
taacgacttt
tgaacgectyg
atgccgtate
actgattgat
aatccacaaa
catttatgge
agaggcgaaa

geegateoggt
ttceggtgac
ggagatgtat
ggacagcaaa

gaaaaccacc
gattgecaag

getggagetg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
180
840
300
260
975

60

120
180
240

300
360
420
447



10

15

20

25

30

ttegaagaga
gctggegaag
ggtggecgty
aacattctga
cegatcaaag
coegtaccaga
gtcaacaatg
ctgaaatteg
ggtgaagcaa
ggtttctact
ctggaggcege
aagaaagaaa
gagaaagtta
cgtggtecte
agcacctatt
tttecagate
gatcategea

aagcaagcte
agaagcaaaa
cggaactgaa
aagcggaaca
ttaccetgee
ttgeetgegy
tegtgtggga
aggacgaaga
tggagegegt
atgacatgta
tgtgtaagaa
ctetgetgge
atacgcegac
acgtgcgeca
gggagggcaa
cgaaaatget
aaattggceg

ES 2638311 T3

tccaageggt
agagggtggt
cecegtggeog
tgacagcatt
ggatggtaag
catcagccaa
cttggaccge
agegeagygcy
ctacggtggt
tctggaagaa
gattatcaaa
gatgtttaag
caccacegtt
taceggeaag
ggcegatatyg
gaaagaatgg
tcegtaatga

aagatgggeyg
aagaagaaga
gagtatatct
ctggcggaaa
caggtggatyg
ggtctggetg
cegttagaag
gtctattgge
tgcctghtgtt
ggcggegttt
gagaaacaqgyg
tacaacaagt
tacegttgtyg
atcaaggeac
gaaacgetge
gagaaattte
ctegag

gtgaagagaa
ataaagaggg
acacecegtct
aggccgagaa
ccgaategtyg
ataacacggt
aggactgeac
acagecagege
acggtecgee
ccagcaacga
cgttegageg
ttaagtgecy
gteegttgat
tgaaaattca
aacgecatcta

aagaagaggce

<210> 48

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

<400> 48

ggatcctttg
atcggagccg
ggcgacggag
atgtataaca
tecaaacega
accacgectt

aggaaaaagc
gcgaagagaa
ggcgtgctga
ttctgaaage
tcaaagteac
atcaaatoge

gtcaagcect
acagaaagag
actgaaccca
ggaacacgac
actgecetgat
ttgtggecatt

tetggaaaaa
gggggcaaaa
tggecggagt
ageattcetgg
ggcaaacagyg
cgetgtattg

tgggaggcga
aaaaaaacaa
atatctatac
cogaaaaaqgc
tggacgeega
gtactetggt

gag

<210> 49

<211> 447

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones (Genewiz)

<400> 49

ggatcetteg
ateggagecy
ggcgacggaqg
atgtataaca

tcaaaaccga
acaacccctt
gccaaagtca
gaactgctga

aagagaaagc
gtgaagaaaa
gtcgtgctga
ttctgaaage

tcaaagtgac
atcagatcgc

acaacgttgt
aattcgagga

ctecaagtecg

acagaaagag.

actgaatcct
cgagcatgat

tctgccagat

ctgtggtatc

gtgggatctg
tctcgag

agtggcaaaa
ggcggcaaaa
tggccggagt
tccattetygg

ggcaaacaag

agtcagggac
gaccgtecte

tgggtggega

‘aaaaaaacaa
-atatctatac

¢cgaaaaage

ttgatgccga
tggccgacaa
tggaagaaga

<210>50

<211> 417

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

159

gecegattggt
cageggegat
ggagatgtac
agacagcaaa
gaaaacgacyg
tatcgcgaag
cctggagetg
acacatcatg
gattgagaat
cttctatage
tttggaggty
tattetgaac
cgacctgtge
caagaattcc
tggtatcage
gaaaaatcgt

agagaaacceg
agaaggctag
cogcotggaa
ggagaaagat
aagctggaaa
tetgacgete

ggaaaaacca

agaaggcage
cegectggag

cgagaaagac

atcttggaaa
tactgttatt
ttgtaccctg

60

120
ig0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
996

60

120
180
240
300
360
363

60

120
180
240
300
360
420
447



Met
His
Ser
Ala
Glu
65

Gly
i1ys
Met
Ala
Gly

145
Cys

Ser
Ala
Glu
225
Gln
Leu
Asp
Gly
Lys
305
Gly
Asp
Asn
Val
Arg
385
Arg
Phe
<210>51

<211> 1254
<212> ADN

Leu
Arg
Pro
Leu
50

vVal
His
Glu
Phe
Asp
130
Leu
Ala
Arg
Thr
Glu
210
Leu
Ile
Asp
Gly

Ser
290

Trp
Pro
Ala
Lys
Val
370
Asp

Leu

Lys
Lys
Gly
35

Ile
val
Trp
Leu
Asp
115
Phe
Thr
Mat
Thr
Arg
195
Lys
Asn
Lys
Phe
Asp
275
val
Pro
Thr
Lys
Lyé
355
Gly

Asn

Gln

<213> Homo sapiens

<400> 51

Glu
Ile
20

Ser
Glu
Thr
Gln
Fhe
100
Hisg
Gly
Arg
Glu
Vval
180
Pro
Gln
Ser
Asp
Gln
260
Asp
Glu
Phe
Cys
Phe
340
Ile
Glu
Lys

Gln

Trp
Gly
Cys
Phe
Pro
Hisg
85

Ala
Arg
vVal
Val
Gln
165
Tyr
Glu
Leu
Gly
Ala
245
Leu
Lys
Arg
Trp
Asp
325
Met
Arg
Lys
val

Leu
405

ES 2638311 T3

Glu
Arg
Phe
Ile
Asn
70

Tyxr
Leu
Pro
Leu
Arg
150
Ile
Ser
Lys
Glu
Asp
230
Ile
Pro
Lys
Met
Leu
310
Glu
Ala
Asn
Glu
His

390
Lys

Lys
Asp
FPhe
Arg
55

Ile
Ser
Lys
Arg
His
135
Arg
Glu
val
Phe
Asn
215
Gly
Gly
Ile
Arg
Ile
295
Ser
Tyr
Asp
Ala
Lys
375
Gly

Glu

Phe
Gln
Leu
40

Ser
Phe
Glu

Pro

Ser

120
Arg

Phe
Aszp
Phe
Leu
200
Ser
Ala
Arg
Arg
Pro
280
Ala
Pro
Ala
Ile
Gln
360
Ile
Glu

Phe

160

Gln
Glu
25

Pro
Glu
Asn

Asn

Met
105

Trp
Asn
Gln
Glu
Gly

185
Gly

Phe
Tyr
Phe
265
Val
Ile
Arg
Gln
Asp

345
Leu

Ser'

Arg

Arg

Glu
10

Leu
Lys
Tyr
Ser
Met
g0

Asn
Arg
Glu
Gln
Ile
170
Phe
Asp
Asn
Tyr
His
250
Asn
Tle
Leu
Gln
Lys
330
Leu
Ala
Gly
Thr

Ser
410

Glu
Tyr
Gly
Arg
Arg
75

Phe
Cys
Glu
Leu
Asgp
155
Lys
Ser
Ile
Glu
Gly
235
Gln
Leu
val
Thr
Val
315
val
Agp
Gln
Thr
Ile

395.
Lys

Ala
Phe
Ala
Lys
60

Leu
Ser
Pro
Leu
Ser
140
Asp

Gly

Phe

Glu
Phe
2290
Pro
Cys
Thr
His
Glu
300
Met
Arg
Pro
Tyr
Vval
380

Ser

Gln

Lys
FPhe
Tyr
45

Arg
Trp
Phe
Gly
Pro
125
Gly
Ala
Cys
Lys
val
205
Gly
Lys
Ala
Tyr
Arg
28%
Asn
Vval
Gln
Gly
Asn
365
Asn

Glu

Ala

Asn
His
30

Ile
Gly
Met
Glu
His
110
Leu
Ala
Hig
Leu

Leu
1350

Trp
Glu
Ile
Thr
Val
270
Ala
Tyr
Val
Gln
Cys
350
Phe
Tle
Thr

Glu

Arg
15

Glu
Tyr
Phe
Thr
val
85

Cys
Arg
Leu
Ile
Asp
175
Asn
Asp
Lys
Asp
Ile
255
Ser
Ile
Gly
Pro
Phe
335
Thr
lle
Arg
Ile
Glu
415

Asp
Leu
Asn
Gln
Ser
80

Glu
Leu
Leu
Thr
FPhe
1690
Phe

Leu

Gin

Trp

Ile

249
Gln

His

Gly
Vval
320
His
Leu
Leu
Thr
Glu

400
Glu



10

atgttgaaag
ggcagggacc
ccaaaaggayg
agaggattaog
ggccactgge
gccectgaaac
tggcgagaac
ggagcactca
tgtgccatgg
tatagcgtat
ggagatatcg
ggtgaaaagt
cagattaaag
ttgecececatcea
gtgattgtte
aactatgggg
ggaccaacct
atggcagaca
ttagcacagt
aatatccgcea
cggctacage

agtgggagaa
aagaactata
cotacattta
aggaggtagt
ageactacag
ccatgaactyg
tgecectctgeg
caggactcac
agcagattga
ttggattttc
aagtatggga
gggagttaaa
atgcgattgg
gatttaatct
atcgagecat
gcaaatggee
gtgatgaata
ttgatetgga
ataacttecat
caagagacaa
agctcaaaga

ES 2638311 T3

gttccaagag
tttetttcat

taatgcactt
caccccaaac
cgagaacatg
cccaggacac
gctagetgat
ccgggtacga
agatgaaata
ttttaaacta
tcaagctgag
ctctggagat
gcggtaccac
tacttatgta
cttgggatca
cttttggoetg
tgceccaaaag
tccaggetgt
tttagttgtt
taaggtcecac
gttccgeage

<210>52
<211> 378
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Leu
1
Ser

Pro
Glu

Phe Asn

Glu Asn
S0
Pro Met
65
Ser Trp

Arg Asn

Phe Gln
Glu
130
Gly

Asp

Phe
145
Leu Gly

Ser Leu

Ala Phe
Tyr
210
Phe

Lys Gly

Tyr Arg
29
Ser
35
Met Phe

Asn Cys

Glu
Glu Leu
100
Gln Asp
115
Ile Lys

Pha Ser

Asp Ile

Alz
Lys
Leu
Ser
Pro
Leu
85

Ser
Asp
Gly

Phe

Glu

Tyr Ile
Gly

Trp Met

Tyr
Phe

Thr

gaagctaaaa
gaactcagce
attgaatteca
atcttcaaca
ttctecctttg
tgoccttatgt
tttggggtac
agattccaac
aaaggttgtt
aacctttceta
aaacaacttg
ggagctttct
cagtgtgcaa
agccatgatg
gtggaaagaa
tccectegec
gtacgacaac
acattgaata
ggtgaaaaag

ggggaacgca
aaacaggcag

Ala
10
Glu

Asn

Gln
25

Ser Gly

40

Phe Glu
55
Gly Hisg
70
Pro

Gly Ala

Ala Hig

Val
Cys

Arg

Ile

Glu Lys

Leu’

Ala
90
Gly

Leu

Thr
105

Phe Cys

120

Leu
135

Cys

Lys
150

val Trp

- 165

Glu
180
Gly

Asn

Tyr
195 ]
His Gln

Asn

Phe
Pro
Cys

Thr

Gly Glu

Lys Ile

Asp

Asp
Lys

Asp

Phe Leu

Leu Ser
Gin Ala
170

Trp Glu
185
Ile Gln

200

Thr
215
val

Ala

Tyr

Ile

Ser

Gln Leu

His Asp

161

accgagatca
ctggaagttg
ttaggagcga
gccgactcetg
aggtggagaa
ttgatcatcg
ttcataggaa
aggatgatgc
tggattttct
ctcgococogga
aaaacagtct
atggcccaaa
ccatecaget
gtgatgataa
tgattgctat
aggtaatggt
aattccacga
aaaagattcg
agaaaatcag
ccatttetga
aagaagaatt

taggaaaatt

cttttttctg
atataggaaa
gatgaccteg
ggagctgttt
gccaaggtac
cgagctgtet
tcacatattc

acgtacggta

‘aaaattcctt

gaatgaattt
gattgacata
ggatttccag
gaaaaggcca
cctcacagaa
agttccagtg
tgccaaattce
aaatgcacag
tggcactgtt
aactatcgag
ttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1254

Leu
Val
His
Glu
Phe
75

Asp
Leu
Ala
Arg
Thr
155
Glu
Leu
Ile
Asp

Gly

Ile
val
Trp
Leu
€0

Asp
Phe
Thr
Met

Thr
140

Arg

Lys
Asn
Lys
Phe

220
Asp

Glu
Thr
Gln
45

Phe
His
Gly
Arg
Glu
125
val
Pro
Gln
Ser
Asp
205
Gln

Asp

Phe
Pro
30

His
Ala
Arg
Val
Val
110
Gln
Tyr
Glua
Leu
Gly
130
Ala
Leu

Lys

Ile
15

Asn
Tyr
Leu
Pro
Leu
95

Arg
Ile
Ser
Lys
Glu
175
Asp
Ile

Pro

Lys

Ile
Ser
Lys
Arg
80 -
His
Arg
Glu
Val
Phe
160
Agn
Gly
Gly
Ile

Arg



10

15

225
Pro val

Ala Ile

Pro Arg

Ala Gln
290
Ile Asp
305
Gln leu

Ile Ser

Glu Arg

Phe Arg

370

Tle Val

His

ES 2638311 T3

230

Arg Ala

245

Thr
260
val

Leu

Gln
275
Lys Val

Leu Asp

Ala Gln

Glu
Met
Arg
Pro

Tyr

Asn Tyr

Val val

Gln Gln
285
Gly Cys
310

Asn Phe

325

Thr
340
Ile

Gly

Thr
355

Sar Lys

Val

Ser

Gln

Asn Ile

Glu Thr

Ala Glu

375

Ile
Gly
Pro
280
Phe
Thr

Ile

Ile
360
Glu

235

Leu Gly Ser Val Glu

250
Gly Lys Pro Phe
265

Val

Trp

Gly Pre Thr Cys

285

His Asp Ala lys Phe

: 300
Leu Asn Lys Lys

315 .
val val Glu
330

Arg

Leu Gly
Thr
345
Glu

Asp Asn Lys

Gln Gln

365

Arg Leu

Glu Phe

Ile

<210> 53

<211> 1137

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 53

ctgccaaaag
adaagaggat
tcgggecact
tttgeecetga
tectggegag
tetggageac
ttctgtgeca
gtatatagcg
cttggagata
tttggtgaaa
atacagatta
cagttgccca
ccagtgattg
gaaaactatg
gtgggaccaa
ttcatggcag
cagttagcac
gttaatatcce
gagcggetac

gagcctacat
tccaggaggt
ggcagcacta
aacccatgaa
aactgectct
tcacaggact
tggagcagat
tatttggatt
tcgaagtatg
agtgggagtt
aagatgcgat
tcagatttaa
ttcatcgage
ggggcaaatyg
cctgtgatga
acattgatct
agtataactt
gcacaagaga
agcagctcaa

ttataatgca
agtcacccca
cagcgagaac
ctgcccagga
gcggctaget
cacccgggta
tgaagatgaa
ttcttttaaa
ggatcaagct
aaactctgga
tgggcggtac
tcttacttat
catcttggga
geccettttgg
atatgcccaa
ggatccaggc
cattttagtt
caataaggtc
agagttecge

cttattgaat
aacatcttca
atgttctcct
cactgcctta
gattttgggg
cgaagattcc
ataaaaggtt
ctaaaccttt
gagaaacaac
gatggagett
caccagtgtyg
gtaagccatg
tecagtggaaa
ctgtececte
aaggtacgac
tgtacattga
gttggtgaaa

cacggggaac
agcaaacaqgq

tcattaggag
acagccgact
ttgaggtgga
tgtttgatca
tacttcatag
aacaggatga
gtttggattt
ctactcgecee
ttgaaaacag
tctatggecece
caaccatcca
atggtgatga
gaatgattge
gccaggtaat
aacaattceca
ataaaaagat
aagagaaaat
gcaccattte
cagaagaaga

<210> 54

<211> 292

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 54

162

240
Met Ile
255 ’

Leu

Arg
Trp Ser
270
Asp

Glu Tyrx

Met Ala Asp
Ala
320

Lys

Arg Asn
Glu
335
His

Lys

val
350
Leu

Gly

Llys Glu

cgaatatagg
ctggatgacc
gaaggagctg
tcggecaagy
gaacgagctg
tgctcacata
tctacgtacyg
ggaaaaatte
tctgaatgaa
aaagattgac
gctggattte
taagaaaagg
tatectcaca
ggtagttcca
cgatgccaaa
tcgaaatgeca
cagtggcact
tgaaactate
attttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1137
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ES 2638311 T3

Ala val Hig Asn Glu

10
Arg

Leu Arg Leu Asp Phe Gly Leu Arg

Ala Leu Thr Gly Leu Thr Val Arg Phe Gln Gln

25
Ile Phe Ile
35

Phe

Ala Met Glu Gln

40
Tyr

Glu Glu Ile
45

Phe

His Cys Asp

Thr Val
55
Pro

Leu Asp Leu Ser Val Phe

S0
Asn

Arg Gly

60

Leu Leu Ser Thr Glu Phe Gly

65
Tzp

Arg
70
Lys

Leu
75
Ser

Lys Asp

Asp Gln Ala Glu

85

Leu

Gln Leu Glu Asn

20
Gly Ala Phe Tyr

Leu Asn

Glu
100
Gln

Glu Lys Trp Asn Ser Gly Asp

105
Ile Ile Ile
115

Gln

Ile Ala
120

Leu

His
125
Asn

Asp Lys Asp Gly Arg Tyr

Thr Ile
130
Ser

Leu Phe Gln
135

Asp

Ile Phe
140

Val

Asp Pro Arg
Val
145
Ala

Pro Ile
155

Ala

His Asp Gly Asp

150
Val

Lys Lys Arg

Ile Leu Glu Ile

170
Ser

Ser Ile Leu

165
Trp

Gly Arg Met

Tyr Gly Gly Lys Phe Gln

180
Gly

Leu Pro
185

Glu

Pro Trp Arg

Val Val
195
His

Pro Pro Thr Cys Asp Ala Gln

200
Met

Tyr Lys
205
Gln Phe Leu
210

Thr

Ala Fhe
215

Ile

Asp Lys Ala Asp Ile Asp

220
Leu Asn Ala Gln Leu
235

Ile

Cys Asn Ala
225

Phe

Lys Lys

230
Ile Val val Gly
245

Asp

Leu Glu Lys Glu Lys Ser

250
Gly

Gly

Ile Axrg Thr Arg

260
Arg

Val His Glu Thr

265
Lys

Asn Lys Arg

Thr Ile Glu
275

Glu

Gln Gln Phe Ser

285

Leu
280

Leu Glu Arg

Glu Glu

290

Phe

<210> 55

<211> 879

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 55

ctgeggetag
ctcacceggyg
attgaagatg
ttttetttta
tgggatcaag
ttaaactctg
attgggcggt
aatcttactt
gecatettgg
tggocetttt
gaatatgeec
ctggatccag
ttcattttag
gacaataagg
aaagagttce

ctgattttgg
tacgaagatt
aaataaaagg
aactaaacct
ctgagaaaca
gagatggagec
accaccagtg
atgtaagcca
gatcagtgga
ggetgtecee
aaaaggtacyg
gctgtacatt
ttgttggtga
tccacgggga
geagcaaaca

ggtacttcat
ccaacaggat
ttgtttggat
ttatactege
acttgaaaac
tttctatgge
tgcaaccatc
tgatggtgat
aagaatgatt
tegecaggta
acaacaatte
gaataaaaag
aaaagagaaa
acgcaccatt
ggcagaagaa

aggaacgage
gatgcteaca
tttetacgta
ccggaaaaat

agtctgaatyg

ccaaagattg
cagctggatt
gataagaaaa
gcectatcecctea
atggtagtte
cacgatgoca
attcgaaatg
atcagtggca
tctgaaacta
gaattttaa

163

tgtctggage
tattectgtge
cggtatatag
tecttggaga
aatttggtga
acatacagat
tccagttgec
ggccagtgat
cagaaaacta
cagtgggace
aattcatgge
cacagttagc
ctgttaatat
tcgagcggect

Ser
15
Asp

Leu

Asp
30
Lys

Gly Cys

S8er Phe Lys

Ile Glu Val
80
Glu Phe

95

Gly
110
Gln Cys

Leu Thr

Val His

Gly

Ala

Gly

Pro Lys
Ala
Tyx

Arg

i60

Thr Glu
175
Val Met
190
Val Arg

Asp Pro

Gln Tyr

Asn
Val
Gln
Gly

Asn

240

Thr val
255
Ile Ser
270

Lys Gln

actcacagga
catggagcag
cgtatttgga
tatcgaagta
aaagtgggaqg
taaagatgcg
catcagattt
tgttcatcga
tgggggcaaa
aacctgtgat
agacattgat
acagtataac
ccgcacaaga
acagcagctc

Asn

Glu

Ala

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
879
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15

<210> 56
<211> 344
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Ser

Gin
Ile
Phe
Asp
Asn
145
Tyr
His
Asn
Ile
Leu
225
Gln
Lys
Leu
Ala
Gly
305
Thr
Ser
<210> 57

<211> 1035
<212> ADN

Arg
Phe
Cys
Glu

50
Leu

Asp
Lys
Ser
Ile
130
Glu
Gly
Gln
Leu
Val
210
Thr
Val
Val
Asp
Gln
250
Thr

Ile

Lys

Leu
Ser
Pro
35

Len

Ser

Asp
Gly
Phe
115
Glu
Phe
Pro
Cys
Thr
195
His
Glu
Met
Arg
Pro
275
Tyr
val

Ser

Gln

<213> Homo sapiens

<400> 57

Trp
Phe
20

Gly
Pro

Gly

Ala
Cys
100
Lys
val
Gly
Lys
Ala
180
Tyr
Arg
Asn
Val
Gln
260
Gly
Asn
Asn

Glu

Ala
340

Met
Glu
His
lLeu
Ala
His
85

Leu
Leu
Trp
Glu
Ile
165
Thr
Val
Ala
Tyr
Val
245
Gln
Cys
Phe
Ile
Thr

325
Glu

ES 2638311 T3

Thr
Val
Cys
Arg

Leu

70
Ile

Asp
Asn
Asp
Lys
150
Asp
Ile
Ser
Ile
Gly
230
Pro
Phe
Thr
Ile
Arg
310
Ile

Glu

Ser
Glu
Leu
Leu

55
Thr

Phe
Phe
Leu

Gin
135
Trp

Ile
Glin
His
Leu
215
Gly
Val
His
Leu
Leu
295
Thr

Glu

Glu

Gly
Lys
Met
40

Ala

Gly

Cys
Leu
Ser
120
Ala
Glu
Glin
Leu
Asp
200
Gly
Lys
Gly
Asp
Asn
280
val
Arg

Arg

Phe

164

His
Glu
25

Phe
Asp

Leu

Ala
Arg
105
Thr
Glu
Leu
Ile
Asp
185
Gly
Ser
Trp
Pro
Ala

263
Lys

Vval

Asp

Leu

Trp
10

Leu
Asp
Phe

Thr

Met
30

Thr
Arg
Lys
Asn
Lys
170
Phe
Asp
Val
Pro
Thr
250
Lys
Lys
Gly

Asn

Gln
330

Gln
Phe
His
Gly

Arg

75
Glu

val
Prao
Gln
Ser
155
Asp
Gln
Asp
Glu
Phe
235
Cys
Phe
Ile
Glu
Lys

315
Gln

His
Ala
Arg
val

60
Vval

Gln
Tyr
Glu
Leu
140
Gly
Ala
Leu
Lys
Arg
220
Trp
Asp
Met
Arg
Lys
300

Val

Leu

Tyr
Leu
Pro

45

Arg

Ile
Ser
Lys
125
Glu
Asp
Ile
Pro
Lys
205
Met
Leu
Glu
Ala
Asn
285
Glu
His

Lys

Ser
Lys
30

Arg
Hisg
Arg
Glu
Val
1140
Phe
Asn
Gly
Gly
Ile
150
Arg
Ile
Ser
Tyr
Asp
270
Ala
Lys

Gly

Glu

Glu
15

Pro
Ser

Arg

Fhe

Asp
95

Phe
Leu
Ser
Ala
Arg
175
Arg
Pro
Ala
Pro
Ala
255
Ile
Gln
Ile

Glu

Phe
335

Asn
Met
Trp
Asn

Gln

80
Glu

Gly
Gly
Leu
Phe
160
Tyr
Phe
val
Ile
Arg
240
Gln
Asp
Leu
Ser
Arg

320
Arg



agcegactet
gaggtggaga
tttgatcate
cttcatagga
caggatgatg
ttggattttc
actegeeegg
gaaaacagtce
tatggcccaa
accatccage
ggtgatgata
atgattgeta
caggtaatgg
caattccacg
aazaagattc
gagaaaatca
accatttetyg
gaagaagaat

ggatgacctce
aggagetgtt
ggccaaggte

acgagectgte

ctecacatatt
tacgtacggt
aaaaattcet
tgaatgaatt
agattgacat
tggattteoca
agaaaaggce
tcectcacaga
tagtteccagt
atgccaaatt
gaaatgcaca
gtggcactgt
aaactatcoga
tttaa

ES 2638311 T3

gggcecactgg
tgeectgaaa
ctggegagaa
tggagcacte
ctgtgccatg
atatagcgta
tggagatatc
tggtgaaaag
acagattaaa
gttgececcate
agtgattgtt
aaactatggg
gggaccaacc
catggcagac
gttagcacag
taatatcege
geggetacag

cagcactaca
ccecatgaact
ctgectetge
acaggactea
gagcagattg
tttggatttt
gaagtatggg
tgggagttaa
gatgegattyg
agatttaate
categagoca
ggcaaatgge
tgtgatgaat
attgatctgg
tataacttea
acaagagaca
cagctcaaag

gegagaacat
gececcaggaca
gactagetga
cecgggtacy
aagatgaaat
cttttaaact
atcaagectga
actetggaga
ggcggtacca
ttacttatgt
tettgggate
cettttgget
atgcccaaaa
atccaggetg
ttttagttgt
ataaggtcca
agttccgcag

gttctecttt
ctgccttatyg
ttttggggta
aagattccaa
aaaaggttgt
aaacctttet
gaaacaactt
tggagettte
ccagtgtgca
aageccatgat
agtggaaaga
gtecectege
ggtacgacaa
tacattgaat
tggtgaaaaa

cggggaacge
caaacaggca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1035

<210> 58

<211> 430

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 58

165



Leu
Glu
Tle
Ser
Glu
65

Thr
Gln
Phe
His
Gly
145
Glu
val
Pro
Gln
225
Ser
Asp
Gln
Asp
Glu
305
Phe
Cys
Phe
Ile
Glu
385
Lys
Gln

<210> 59

<211> 1293
<212> ADN

Gln
Trp
Gly
Cys
50

Phe
Pro
His
Ala
Arg
130
Val
Val
Gln
Tyr
Glu
210
Leu
Gly
Ala
Leu
Lys
290
Arg
Trp
Asp
Met
Arg
370
Lys

val

Leu

Arg
Glu
Arg
35

Phe
Ile
Asn
Tyr
Leu

115
Pro

Leu

Arg
Ile
Ser
185
Lys
Glu
Asp
Ile
Pro
275
Lys
Met
Len
Glu
Ala
355
Asn
Glu
His

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 59

Ile
Lys
20

AsBp
Phe
Arg
Ile
Ser
100
Lys
Arg
Hisg
Arg
Glu
180
val
Phe
Asn
Gly
Gly
260
Ile
Arg
Ile
Ser
Tyr
340
Asp
Ala
Lys

Gly

Glu
420

Tyr
Phe
Gln
Leu
Ser
Phe
85

Glu
Pro
Ser
Arg
Phe
165
Asp
Phe
Leu
Ser
Ala
245
Arg
Arg
Pro
Ala
Pro
325
Ala
Ile
Gln
Ile
Glu

405
Phe

ES 2638311 T3

Gly
Gln
Glu
Pro
Glu
0

Asn
Asn
Met
Trp
Asn
150
Gln
Glu
Gly
Gly
Leu
230
Phe
Tyr
Phe
val
Ile
310
Axg
Gln
Asp
Len
Ser
350

Arg

Arg

Ile
Glu
Leu
Lys
55

Tyr
Ser
Met
Asn
Arg
135
Glu
Gln
Ile
Phe
AsSp
215
Asn
Tyr
His
Asn
Ile
295
Leu
Gln
Lys
Leu
Ala
375
Gly

Thr

Ser

Ser
Glu
Tyr
40

Gly
Arg
Arg
Phe
Cys
120
Glu
Leu
Asp
Lys
Ser
200
Ile
Glu
Gly
Gln
Leu
280
Val
Thr
Val
Val
Asp
360
Gln
Thr

Ile

Lys

166

Phe
Ala
25

Phe
Aia
Lys
Leu
Ser
105
Pro
Leu
Ser
Asp
Gly
185
Fhe
Glu
Phe
Pro
Cys
265
Thr
His
Glu
Met
Arg
345
Pro
Tyr
Val

Ser

Gln
425

Pro
10

Lys
Phe
Tyr
Arg
Trp
S0

Phe
Gly
Pro
Gly
Ala
170
Cys
Lys
Vval
Gly
Lys
250
Ala
Tyr
Arg
Asn
val
330
Gln
Gly
Asn
Asn
Glu

410
Ala

Asp
Asn
His
ITle
Gly
75

Met
Glu
Hisg
Leu
Ala
155
His
Leu
Leu
Trp
Glu
235
Ile
Thr
Val
Ala
Tyr
315
vVal
Gln
Cys
Phe
Ile
385

Thr

Glu

Pro
Arg
Glu
Tyr
60

Fhe
Thr
val
Cys
Arg
140
Leu
Ile
Asp
Asn
Asp
220
Lys
Asp
Ile
Ser
Ile
300
Gly
Pro
Phe
Thr
Ile
380
Arg

Ile

Glu

Lys
Asp
Leu
45

Asn
Gln
Ser
Glu
Leu
125
Leu
Thr
Phe
Phe
Leu

205
Gln

Trp
Ile
Gln
His
285
Leu
Gly
Val
His
Leu
365
Leu
Thr

Glu

Glu

Met
His
30

Ser
Ala
Glu
Gly
Lys
110
Met
Ala
Gly
Cys
Leu
1390
Ser
Ala
Glu
Glin
Leu
270
Asp
Gly
Lys
Gly
Asp
350
Asn
val
Arg

Arg

Phe
430

Leu
15

Arg
Pro
Leu
Val
His
95

Glu
Phe
Asp
Leu
Ala
175
Arg
Thr
Glu
Leu
Ile
255
Asp
Gly
Ser
Trp
Pro
335
Ala
Lys
Vval
Asp

Leu
415

Lys
Lys
Gly
Ile

val
80

Trp
Leu
Asp
Phe
Thr
1640
Met
Thr
Arg
Lys
Asn
24¢
Lys
Phe
Asp
vVal
Pro
320
Thr
Lys
Lys
Gly
Asn

400
Gln



10

15

20

25

ctecagagaa
ttccaagagyg
ttetttecatyg
aatgcactta
aceccaaaca
gagaacatgt
ceaggacact
ctagctgatt
cgggtacgaa
gatgaaataa
tttaaactaa
caagctgaga
tctggagatg
cggtaccace
acttatgtaa
ttgggatcag
ttttggetgt
goocaaaagy
ccaggctgta
ttagttgttg
aaggtecacy
tteecgeagea

tttatggeat
aagctaaaaa
aactcageece
ttgaattcat
tettcaacag
tcteoctttga
gecttatgtt
ttggggtact
gattccaaca
aaggttgttt
acctttctac
aacaacttga
gagctttcta
agtgtgcaac
gcecatgatgg
tggaaagaat
cceetegeca
tacgacaaca
cattgaataa
gtgaaaaaga
gggaacgeac
aacaggcaga

<210> 60

<211> 20

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 60

ES 2638311 T3

ttcattcececa
ccgagatcat
tggaagttge
taggagcgaa
ccgactectgg
ggtggagaag
tgatecategyg
tcataggaac
ggatgatget
ggattttcta
togeooccggaa
aaacagtctg
tggcccaaay
cateccagcetyg
tgatgataag
gattgctate
ggtaatggta
attecacgat
aaagattcga
gaaaatcagt
catttctgaa
agaagaattt

gatcctaaaa
aggaaaattg
ttttttetge
tataggaaaa
atgacctegyg
gagetgtttg
ccaaggtect
gagctgtetg
cacatattct
cgtacggtat
aaattccttiyg
aatgaatttg
attgacatac
gatttacagt
aaaaggecaqg
ctcacagaaa
gttccagtgg
gocaaattca
aatgcacagt
ggcactgtta
actatcgage
taa

tgttgaaaga
gecagggacca
caaaaggage
gaggattcca
gecactggea
cectgaaace
ggcgagaact
gagcactcac
gtgccatgga
atagegtatt
gagatatcga
gtgaaaagtg
agattaaaga
tgeccatcag
tgattgttca
actatggggg
gaccaacctg
tggcagacat
tagcacagta
atatccgeac
ggctacagea

gtgggagaag
agaactatat
ctacatttat
ggaggtagtc
geactacage
catgaactge
gectetgegyg
aggactcace
gcagattgaa
tggattttet
agtatgggat
ggagttaaac
tgcgattggg
atttaatctt
tcgagecate
caaatggece
tgatgaatat
tgatctggat
taacttcatt
aagagacaat
gctecaaagag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1293

Asp Gln Glu Leu Tyr Phe Phe His Glu Leu Ser Pro Gly Ser Cys Phe

1 5
Phe Leu Pro Lys
20

<210> 61

<211>13

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 61

10

15

Gly Rla Tyr Ile Tyr Asn Thr Leu Met Glu Phe Ile Arg

1

<210> 62

<211>81

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 62

5

167

10



10

15

20

25

30

35

ES 2638311 T3

Ser Glu Tyr Arg lys Arg Gly Phe Gln Glu Val Val Thr Pro Asn Ile
1 5 10 15
Phe Asn Ser Arg Leu Trp Met Thr Ser Gly His Trp Gln His Tyr Ser
20 25 30
Glu Asn Met Phe Ser Phe Glu Val Glu Lys Glu Gln Phe Ala Leu Lys
35 40 45
Pro Met Asn Cys Pro Gly His Cys Leu Met Phe Asp His Arg Pro Arg
50 55 60

Ser Trp Arg Glu Leu Pro Leu Arg Leu Ala Asp Phe Gly Val Leu His
€5 70 75 . 80
Arg

<210> 63

<211>12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 63

Asn Glu Leu Ser Gly Ala Leu Thr Gly Leu Thr Arg
1 -] 10

<210> 64

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 64

Val Arg Arg
1

<210> 65

<211> 20

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 65

Phe Gln Gln Asp Asp Ala His Ile Phe Cys Ala Met Glu Gln Ile Glu

kN 5 10 15
Asp Glu Ile Lys
20
<210> 66
<211> 149
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 66

168
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15

Asp

Phe

Ile
Ser

65
Lys

His
Arg

Glu
145

<210> 67
<211>13
<212> PRT

Gln
Leu
Ser
Phe
50

Glu
Pro
Ser
Arg
Phe

130
Asp

Glu
Pro
Glu
35

Asn
Asn
Met
Trp
Asn
115
Gln

Glu

<213> Mus musculus

<400> 67

<210> 68
<211> 224
<212> PRT

Lys
29

Tyr
Ser
Met
Asn
Arg
100
Glu
Gln

Ile

Tyr
Gly
Arg
Arg
Phe
Cys
85

Glu
Leu

Asgp

Lys

ES 2638311 T3

Phe
Ala
Lys
Leu
Ser
70

Pro
Leu

Ser

Asp

Phe
Tyr
Arg
Trp
55

Phe
Gly
Pro

Gly

Ala
135

His
Ile
Gly
40

Met
Glu
His
Leu
Ala

120
His

Glu
Tyr
25

Phe
Thr
val
Cys
Arg
105
Leu

Ile

Leu
Asn
Gln
Ser
Glu
Leu
20

Thr

Phe

Ser Pro
Thr Leu
Glu val
Gly His
60

Lys Glu
75

Met Phe

Ala Asp

Gly Leu

Cys Ala
140

Gly
Met
val
45

Trp
Gln
Asp
Phe
Thr

125
Met

Ser
Glu
30

Thr
Gln
Phe
His
Gly
110
Arg

Glu

Cys
15

Phe
Pro
His
Ala
Arg
95

val
val

Gln

Gly Ala Tyr Ile Tyr Asn Thr Leu Met Glu Phe Ile Arg

1

<213> Mus musculus

<400> 68

5

169

10

Phe
Ile
Asn
Tyr
Leu
80

Pro
Leu
Arg

Ile
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ES 2638311 T3

Ser Glu Tyr Arg Lys Arg Gly Phe Gln Glu Val Val Thr Pro Asn Ile

Phe Asn Ser Arg Leu Trp Met Thr Ser Gly His Trp Gln His Tyr Ser
20 25 30
Glu Asn Met Phe Ser Phe Glu Val Glu Lys Glu Gln Phe Ala Leu Lys
35 40 45
Pro Met Asn Cys Pro Gly His Cys Leu Met Phe Asp His Arg Pro Arg
50 55 60
Ser Trp Arg Glu Leu Pro Leu Arg Leu Ala Asp Phe Gly Val Leu His
65 70 75 80
Arg Asn Glu Leu Ser Gly Ala Leu Thr Gly Leu Thr Arg Val Axg Arg
85 90 a5
Phe Gln Gln Asp Asp Ala His Ile Phe Cys Ala Met Glu Gln Ile Glu
100 105 110
Asp Glu Ile Lys Gly Cys Leu Asp Phe Leu Arg Thr Val Tyr Ser Val
115 1290 125 :
Phe Gly Phe Ser Phe Lys Leu Asn Leu Ser Thr Arg Pro Glu Lys Phe
130 135 140
Leu Gly Asp Ile Glu Ile Trp Asn Gln Ala Glu Lys Gln Leun Glu Asn
145 150 155 . 160
Ser Leu Asn Glu Phe Gly Glu Lys Trp Glu Leu Asn Pro Gly Asp Gly
165 170 175
Ala Phe Tyr Gly Prc Lys Ile Asp Ile Gln Ile Lys Asp Ala Ile Gly
180 185 190
Arg Tyr His Gln Cys Ala Thr Ile Gln Leu Asp Phe Gln Leu Pro Ile
195 200 205
Arg Phe BAsn Leu Thr Tyr Val Ser His Asp Gly Asp Asp Lys Lys Arg
210 215 220 '

<210> 69

<211> 25

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 69

Pro Val Ile Val His Arg Ala Ile Leu Gly Ser Val Glu Arg Met Ile

1 S5 10 15
Ala Ile Leu Thr Glu Asn Tyr Gly Gly ’
20 25
<210>70
<211> 262
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 70

Gly Ala Tyr Ile Tyr Asn Thr Leu Met Glu Phe Ile Arg Ser Glu Tyr
1 "5 10 15
Arg Lys Arg Gly Phe Gln Glu Val Val Thr Pro Asn Ile Phe Asn Ser
20 25 30
Arg Leu Trp Met Thr Ser Gly His Trp Gln His Tyr Ser Glu Asn Met
35 40 45 .

170
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Phe

Cys
65

Glu -

Leu
Asp
Lys
Ser
145
Ile
Glu
Gly
Gln
Leu
225
Val
Thr
<210>71

<211>12
<212> PRT

Ser
50
Pl_:o

Ser
Asp
Gly
130
Phe
Glu
Phe

Pro

Cys
210
Thr
His

Glu

Phe
Gly
Pro
Gly
Ala
115
Cys
Lys
Ile
Gly
Lys
195
Ala
Tyr
Arg

Asn

<213> Mus musculus

<400> 71

<210>72
<211> 165
<212> PRT

Glu
His
Leu
Ala

100
His

Leu

Trp
Glu
180
Ile
Thr
Val
Ala

Tyr
260

val
Cys
Arg
85

Leu
Ile

Asp

Asn
165
Lys

Asp
Ile
Ser
Ile

245
Gly

ES 2638311 T3

Glu
Leu
70

Leu
Thr
Phe
?he
Leu

150
Gln

Trp
Ile
Gln
His
230
Leu

Gly

Lys
55

Met
Ala
Gly
Cys
Leu
135
Ser
Ala
Glu
Gln
Leu
215
Asp

Gly

Glu
Phe
Asp
Leu
Ala
120
Arg
Thr
Glu
Leu
Ile
200
Asp
Gly

Ser

Gln
Asp
Phe
Thr
105
Met
Thr
Arg
Lys
Asn
185
Lys
Phe
Asp

Val

Phe
His
Gly
90

Arg
Glu
Val
Pro
Gln
170
Pro
Asp
Gln
Asp

Glu
250

Ala
Arg
75

val
Vval
Gln
Tyr
Glu
155
Leu
Gly
Ala
Leu
Lys

235
Arg

Leu
60
Pro

Leu

Lys
Arg

His

Arg Arg

Ile
Ser
140
Lys
Glu
Asp
Ile
Pro
220
Ly=

Met

Glu
125
Val
Phe
Asn
Gly
Gly
205
Ile
Arg

Ile

Pro
Ser
Arg
Phe
110
Asp
Phe
Leu
Ser
Ala
190
Arg
Arg

Pro

Ala

Asn Glu Leu Ser Gly Ala Leu Thr Gly Leu Thr Arg

1

<213> Mus musculus

<400> 72

5

171

10

Met

Trp
Asn
95

Gln
Glu
Gly
Gly
Leu
175
Phe
Tyr
FPhe
Vval

Ile
255

Asn
Arg
80

Glu
Gln
Ile
Phe
Asp
160
Tyr
His
Asn
Ile

240
Leu
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Val Arg
Gln Ile
Tyr Ser
Glu Lys
50

Leu Glu
65

Gly Asp
Ala Ile

Leu Pro

Lys Lys

130

Arg Met

145
Trp Leu

<210> 73
<211> 17
<212> PRT

Arg
Glu
Val
35

Phe
Asn
Gly
Gly
Ile
115
Arg

Ile

Ser

<213> Mus musculus

<400> 73

Phe
Asp
20

Phe
Leu
Ser
Ala
Arg
100
Arg

Pro

Ala

Pro

Gln
Glu
Gly
Gly
Leu
Phe
85

Tyr
Phe

Val

Ile

Arg
165

Gln val Met Val val

1
Lys

<210> 74
<211>194
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 74

5

ES 2638311 T3

Gln
Ile
Phe
Asp
Asn
70

Tyr
His
Asn

Ile

Leu

150

Asp
lys
Ser
Ile
55

Glu
Gly
Gln
Leu
val

135
Thr

Asp
Gly
Fhe
40

Glu
Phe
Pro
Cys
Thr
120
Hiz

Glu

Ala
Cys
25

Lys
Ile
Gly
Lys
Ala
105
Tyr
Arg

Asn

His
10

Leu
Leu
Trp
Glu
Ile
80

Thr
Val
Ala

Tyr

Ile
Asp
Asn
Asn
Lys
75

Asp
Ile
Ser

Ile

Gly

155

Phe
Phe
Leu

Gln
60
Tzp

Ile
Gln
His
Leu -

140
Gly

Cys
Leu
Ser
45

Ala
Glu
Gln
Leu
Asp
125%
Gly

Lys

Ala
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Ile
Azp
110
Gly

Ser

Tcp

Met
15

Thr
Arg
Lys
Asn
Lys
95

Phe
Asp
Val

Bro

Glu
Val
Pro
Gln
Pro
80

Asp
Gln
Asp
Glu

Phe

160

Pro Val Gly Pro Thr Cys Asp Glu Tyr Ala Gln

172

10

15
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Asn
Gln
Glu
Gly
Gly
65

Leu
Phe
Tyr
Phe
Vval
145
Ile
Arg

Gln

<210> 75
<211>12
<212> PRT

Glu
Gln
Ile
Phe
S0

Asp
Aszsn
Tyr
Hisg
Asn
130
Ile
Let

Gln

Lys

Leu
Asp
Lys
35

Ser
Ile
Glu
Gly
Gln
115
Leu
val
Thr

Val

<213> Mus musculus

<400> 75

<210>76
<211> 145
<212> PRT

1

<213> Mus musculus

<400> 76

Ser
Asp
20

Gly
FPhe
Glu
Phe
Pro
100
Cys
Thr
His
Glu

Met
180

Gly
Ala
Cys
Lys
Ile
Gly
Lys
Ala
Tyr
Arg
Asn

165
val

ES 2638311 T3

Ala

His

Leu
Len
70

Glu
Ile
Thr
Val
Ala
150
Tyr

Val

Leu
Ile
Asp
Azn
55

Asn
Lys
Asp
Ile
Ser
135
Ile
Gly

Pro

5

Thr
Phe
Phe
40

Leu
Gln
Trp
Ile
Gln
120
Hig
Leu

Gly

Val

173

Gly
Cys
25

Leu
Ser
Ala
Glu
Gln
105
Leu
Asp
Gly
Lys

Gly
185

Lan
10

Ala
Arg
Thr
Glu
Leu
S0

Ile
Asp
Gly
Ser
Trp

170
Pro

Thr
Met

Thr

Lys
75

Asn
Lys
Phe
Asp
Val
155
Pro

Thr

Arg
Glu
Val
Pro
60

Gln
Pro
Asp
Gln
Asp
140
Glu
Phe

Cys

190

val
Gln
Tyr
45

Glu
Leu
Gly
Ala
Leu
125
Lys
Arg
Trp

Asp

Arg
Ile
30

Ser
Lys
Glu

Asp

Ile

110
Pro

Lys
Met
Leu

Glu
1920

Asn Glu Leu Ser Gly Ala Leu Thr Gly Leu Thr Arg

Arg
15

Glu
Val
Phe
Asn
Gly
Gly
Ile
Arg
Ile
Ser

175
Tyr

Phe
Asp
Phe
Leu
Ser
80

Ala
Arg
Arg
Pro
Ala
160

Pro

Ala
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20

Val
Gln
Tyr
Glu
Leu
65

Gly
Ala
Leu
Lys

Arg
145

<210> 77
<211>12
<212> PRT

Ile
Ser
Lys
50

Glu
Asp
Ile

Pro

Lys
130

Arg
Glu
Val
35

Phe
Asn
Gly
Gly
Ile

115
Arg

<213> Mus musculus

<400> 77

<210> 78
<211> 169
<212> PRT

FPhe
Asp
20

Phe
Len
Ser
Ala
Arg
100
Arg

Pro

Gln
Glu
Gly
Gly
Leu
Phe
85

Tyr
Phe

Val

ES 2638311 T3

Gln
Ile
Phe
Asp
Asn
70

Tyr
His
Asgn

Ile

Asp
Lys
Ser
Ile
55

Glu
Gly
Gln

Leu

val
135

Asp
Gly
Phe
40

Glu
Phe
Pro
Cys
Thr

120
His

Ala

Cys
25
Lys

Ile

Gly
Lys
Ala
105
Tyr

Arg

His
10

Leu
Leu
Trp
Glu
Ile
90

Thr
val

Ala

Ile
Asp
Asn
Asn
Lys
75

Asp
Ile

Ser

Ile

Met Ile Ala Ile lLeu Thr Glu Asn Tyr

1

<213> Mus musculus

<400> 78

Asn
1
Gln
Glu
Gly
Gly

€5

Leu
Phe
Tyr
Phe
Val
145
Ile

Glu

Gln

Ile

Phe

50

Asp
Asn
Tyr
His

Asn

Leu
Asp
Lys
35

Ser
Ile
Glu
Gly
Gln

115
Leu

130-

Ile

Leu

Val

Thr

Ser
Asp
Gly
Phe
Glu
Phe
Pro
100
Cys
Thr
His

Glu

Gly
Ala
Cys
Lys
Ile
Gly
Lys
Ala
Tyr
Arg

Asn
165

Ala
His
Len

Leu

Trp
70

Glu
Ile
Thr
Val
Ala

150
Tyr

5

Leu
Ile
Asp
Asn
55

Asn
Lys
Asp
Ile
Ser
135

Ile

Gly

Thr
Phe
Phe
40

Leu
Gln
Trp
Ile
Gln
120
His
Leu

Gly

174

Gly
Cys
25

Leu
Ser
Ala
Glu
Gln
105

Leu

Asp

Lys

Len
10

Ala
Arg
Thr
Glu
Leu
90

Ile
Agp
Gly

Ser

Thr
Met
Thr
Arg
Lys
75

Asn
Lys
Phe

Asp

val
155

Phe

Phe

Gln
60

Trp
Ile
Gln
His

Leu
140

Cys
Leu
Ser
45

Ala
Glu
Gln
Leu
Asp

125
Gly

Ala
Arg
30

Thr
Glu
Leu
Ile
Asp
110
Gly

Ser

Gly Gly Lys

190

Arg
Glu
Val
Pro
60

Gln
Pro
Asp
Gln
Asp

140
Glu

val
Gln
Tyxr
45

Glu
Leu
Gly

Ala

Leu
125

Lys

Arg

Arg
Ile
30

Ser
Lys
Glu
Asp
Ile
110
Pro

Lys

Met

Met

15
Thr

Arg
Lys
Asn
Lys
95

Phe

Asp

Val

Arg
15

Glu
Val
Phe
Asn
Gly
Gly
Iie
Arg

Ile

Glu
vVal
Pro
Gln
Pro
80

Asp
Gln
Asp

Glu

Phe
Asp
Phe
Leu
Ser
80

Ala
Arg
Arg
Pro

Ala
160
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20

25

30

ES 2638311 T3

<210> 79

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 79

Ile Tyr Gly Ile Ser Phe Pro Asp Pro Lys
1 5 10

<210> 80

<211>61

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 80

Leu Leu Lys Glu Trp Glu Lys Phe Gln Glu Glu Ala Lys Asn Arg Asp

1 5 10 15
His Arg Lys Ile Gly Arg Asp Gln Glu Leu Tyr Phe Phe His Glu Leu
20 . 25 30
Ser Pro Gly Ser Cys Phe Phe Leu Pro Lys Gly Ala Tyr Ile Tyr Asn
35 40 45
Thr Leu Met Glu Phe Ile Arg Ser Glu Tyr Arg Lys Arg
50 55 60
<210> 81
<211> 14
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 81
Gly Phe Gln Glu Val Val Thr Pro Asn Ile Phe Asn Ser Arg
1 5 10
<210> 82
<211> 218
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 82

175
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Leu
Ser

Pro

Ser
65
Asp
Gly
Phe
Glu
Phe
145
Pro

Cys

Thr

His

<210> 83
<211>12
<212> PRT

Trp
Phe
Gly
Pro
50

Gly
Ala
Cys
Lys
Ile
130
Gly
Lys

Ala

Tyr

Arg
210

Met
Glu
His
35

Leu
Ala
His
Leu

Leu
115

Trp
Glu
Ile

Thr

val
195
Ala

<213> Mus musculus

<400> 83

<210> 84
<211> 315
<212> PRT

Thr
Val
20

Cys
Arg
Leu
Ile
Asp
100
Asn
Asn
Lys
Asp

Ile
130

Ser

Ile

-Ser

Glu
Leu
Leu
Thr
Phe
85

Phe
Leu
Gln
Trp
Ile

165
Gln

His

Leu

ES 2638311 T3

Gly
Lys
Met
Ala
Gly
70

Cys
Leu
Ser
Ala
Glu
150
Gln

Leu

Asp

Gly

Met Ile Ala Ile

1

<213> Mus musculus

<400> 84

His
Glu
Phe
Asp
55

Leu
Ala
Arg
Thr
Glu
135
Leu

Ile

Asp

Ser
215

Trp Gln

Gln FPhe
25

Asp His

40

Phe Gly

Thr Arg
Met Glu

Thr Vval
105

Arg Pro

120

Lys Gln

Asn Pro
Lys Asp

Phe Gln
185

Asp Asp

200

Val Glu

His
10

Ala
Arg
Val
Val
Gln
90

Tyr
Glu
Leu
Gly
Ala

17Q
Leu

Lys

Arg

Tyr
Leu
Pro
Leu
Arg
75

Ile
Ser
Lys
Glu
Asp
155

Ile

Pro

Lys

Ser
Lys
Arg
His
a0

Arg
Glu
Val
Phe
Asn
140
Gly
Gly

Ile

Arg

Glu
Pro
Ser
45

Arg
Phe
Asp
Phe
Leu
125
Ser
Ala
Arg
Arg

Pro
205

Asn

Met
30

Trp
Asn
Gln
Glu
Gly
110
Gly
Leu
Phe
Tyr

Fhe
190

Val

Leu Thr Glu Asn Tyr Gly Gly Lys

5

176

10

Met
15
Asn

Glu
Gln
Ile
85

FPhe
Asp
Asn
Tyr

His
175

JAgn

Ile

Phe

Cys

Glu

Leu
Asp
Lys
Ser
Ile
Glu
Gly

160
Gln

Val



Ile
Lys
Asp
Phe
Arg
65

Ile

Ser

Lys

Hig
145
Glu
Val
Phe
Asn
225
Gly
Gly
Ile
Arg

Ile
305

<210> 85
<211>124
<212> PRT

Tyx
Phe
Gln
Leu
50

Ser
Fhe
Glu
Pro
Ser
130
Arg
Phe
Asp
Phe
Leu
210
Ser
Ala

Arg

.A.r:g

Bro
2580
Ala

Gly
Gln
Glu
35

Pro
Glu
Asn

Asn

Met
115

Trp
Asn
Gln
Glu
Gly
195
Gly
Leu
Phe
Tyr

Phe
275

Val

Ile

<213> Homo sapiens

<400> 85

Ile
Glu
20

Leu
Lys
Tyr
Ser
Met
100
Asn
Arg
Glu
Gln
Ile
180
Phe
Asp
Asn
Tyr
His
260
Asn

Ile

Leu

Ser
Glu
Tyr
Gly
Arg
Arg
85

Phe
Cys
Glu
Leau
Asp
165
Lys
Ser
Ile

Glu

Gly

T 245

Gln
Leu
Val

Thr

ES 2638311 T3

Phe
Ala
Phe
Ala
Lys
70

Leu
Ser
Pro
Leu
Sar
150
Asp
Gly
Fhe
Glu
Phe
230
Pro
Cys
Thr
His

Glu
310

Pro
Lys
Phe
Tyr
55

Arg
Trp
Phe
Gly
Pro
135
Gly
Ala
Cys
Lys
Ile
215
Gly
Lys
Ala
Tyr
Arg

285
Asn

Asp
Asn
His
40
Ile
Gly
Met
Glu
His
120
Leu.
Ala
His
Leu

Len
200

Trp
Glu
Ile
Thr
Val
280
Ala

Tyr

177

Pro
Arg
25

Glu
Tyr
Phe
Thr
Val
105
Cys
Arg
Leu
Ile
Asp
185
Asn
Asn
Lys
Asp
Ile
265
Ser

Ile

Gly

Lys
10

Asp
Leu
Asn
Gln
Ser
20

Glu
Leu
Leu
Thr
Phe
170
Phe
Leu
Gln
TEp
Ile
250
Gln
His
Leu

Gly

Leu
Hisg
Ser
Thr
Glu
75

Gly
Lys
Met
Ala
Gly
155
Cys
Leu
Ser
Ala
Glu
235
Gln
Leu
Asp
Gly

Lys
31§

Leu
Arg
Pro
Leu
€0

val
His
Glu
Phe
Asp
140
Leu
Ala
Arg
Thr
Glu
220
Leu
Tle
Asp
Gly

Ser
300

Lys
Lys
Gly
Met
Val
Trp
Gln
Asp
125
Phe
Thr
Met
Thr
Arg
208
Lys
Asn
Lys
Phe
Asp

285
val

Glu
Ile
30

Ser
Glu
Thr
Gln
Phe
110
His
Gly
Arg
Glu
val
190
Pro
Gln
Pro
Asp
Gln
270
Asp

Glu

Trp
15

Gly
Cys
Phe
Pro
His
95

Ala
Arg
Vval
val
Gln
175
Tyr
Glu
Leu
Gly
Ala
255
Leu

Lys

Arg

Glu

Phe
Ile
Asn
80

Tyr
Leu
Pro
Leu
Arg
l60
Ile
Ser
Lys
Glu
Asp
240
Ile
Pro

Lys

Met
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15

Met
Leu
Glu
Ala
Asn
65
Glu
His
Lys
<210> 86

<211> 375
<212> ADN

Ile
Ser
Tyr
Asp
Ala
Lys
Gly

Glu

Ala
Pro
ala
35

Ile
Gln
Ile

Glu

Phe
115

<213> Homo sapiens

<400> 86

Ile
Arg
20

Gln
Asp
Leu
Ser
Arg

100
Arg

Leu
Gln
Lys
Leu
Ala
Gly
85

Thr

Ser

ES 2638311 T3

Thr
val
Val
Asp
Gln
70

Thr

Ile

Lys

Glu
Met
Arg
Pro
55

Tyr
Val

Ser

Gln

Asn
Val
Gln
40

Gly
Asn
Asn

Glu

Ala
120

Tyr
Val
25

Gln
Cys
Phe
Ile
Thr

105
Glu

Gly

10

Pro

Phe

Thr

Ile
Arg
a0

Ile

Glu

Gly
Val
His
Leu
Leu
75

Thr
Glu

Glu

Lys

Gly

Asn
60
Val

Arg

Phe

Trp
Pro
Ala
45

Lys
val

Asp

Leu

Pro

Thr

30

Lys
Lys
Gly
Asn

Gln
110

Phe
15

Cys
Phe
Ile
Glu
Lys

95
Gln

Trp
Asp
Met
Arg
Lys
80

Val

Leu

atgattgceta
caggtaatgg
caattccacy
aaaaagatte
gagaaaatca
accatttetg
gaagaagaat

tcctcacaga
tagttccagt
atgecaaatt
gaaatgcaca
gtggcactgt
aaactatcga
tttaa

aaactatggg
gggaccaacs
catggcagac
gttagcacag
taatatcege
geggetacag

ggcaaatgge
tgtgatgaat
attgatctgg
tataacttca
acaagagaca
cagctcaaag

ccttttgget
atgecccaaaa
atcecaggctyg
ttttagttgt
ataaggtcca

agttcogeag

gteacctege
ggtacgacaa
tacattgaat
tggtgaaaaa

cggggaacge
caaacaggca

<210> 87
<211> 696
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87
Met
1
Glu
Met
Ala
Gln
65
Gly
Asn
Glu
Ser
Cys

145
Tyr

Phe
Lys
Tyr
Glu
50

Val
Ile
Val
Leu
Ser
130
Leu

Leu

Glu
Pro

Asn
35

Lys

Asp
Ser
Val
Leu
115
Cys

Glu

Glu
Leu
20

Ile
Asp
Ala
Gln
Trp
100
Lys
His
Tyr

Glu

Lys
Asn
Leu
Ser
Glu
Gly
Asp
Phe
Ile
Gly

Gly
165

Pro
Lys
Lys
Ser
70

Leu

Leu

Glu

Met

Pro
150
Gly

. Ser

Trp
Ala

Pro
55

Trp
Ala
Asp
Asp
Gly
135

Pro

val

Ser
Pro
Glu
40

Ile
Lys

Asp

Glu
120
Glu
Ile

Ser

178

Pro
Glu
25

His
Lys
Thr
Asn
Pro
105
Glu
Ala
Glu

Ser

Ser
10

Tyr
Asp
val
Thr
Thr
90

Leu
Ala
Met

Asn

Asn
170

Gly
Ile
Ser
Thr
Pro
5

val
Glu
Gln
Glu
Gly

155
Asp

Lys
Tyr
Ile
Leu
60

Tyr
Ile
Glu
Ala
Arg
140
Phe

Phe

Met
Thr
Leu
45

Pro

Gln

Ala’

Asp
val
125
val
Tyr

Ser

Gly
Arg
30

Ala
Asp
Ile
Lys
Cys
110
Tyr
Tyr

Tyr

Ser

Gly
Leu
Glu
Gly
Ala
Val

95
Thr

Tep
Gly
Agp

Leu
175

Glu
Glu
Lys
Lys
Cys
80

Asn
Leu
His
Gly
Met

160
Glu

€0

120
180
240
300
360
375



Ala
Glu
Lys
Tyr
225
His
Tyx
Ile
Glu
Leu
305
Lys
Tyr
Ser
Met
Asn
385
Glu
Gln
Ile
Phe
465
Asp
Agn
Tyr
His
Asn
545
Ile
Leu
Gln
Lys
Leu
625
Ala
Gly

Thr

Ser

Leu
val

Cys

Cys

Lys
195
Arg

210 -

Arg
Thr
Trp
Ser
Glu
290
Tyr
Gly
Arg
Arg
Phe
370
Cys
Glu
Leu
Asp
Lys
450
Ser
Ile
Glu
Gly
Gln
530
Leu
val
Thr
val
val
610
Asp
Gln
Thr

Ile

Lys

Cys
Gly
Glu
Phe
275
ala
Phe
Ala
Lys

Leu

355

Ser
Pro
Leu
Ser
Asp
435
Gly
Phe
Glu
Phe
Pro
515
Cys
Thr
His
Glu
Met
595
Arg
Pro
Tyr
val
Ser

€75
Gln

Lys
180
Lys
Ile
Gly

Lys

Gly

260
Pro

Lys
Phe
Tyr
Arg
340
Trp
Phe
Gly
Pro
Gly
420
Ala
Cys
Lys
val
Gly
500
Lys
Ala
Tyr
Arg
Asn
580
val
Gln
Gly
Asn
Asn
660
Glu

Ala

Lys
Glu
Leu
Pro
Ile
245
Lys
Asp
Asn
His
Ile
325
Gly
Met
Glu
His
Leu
405
Ala
His
Leu
Leu
Trp
485
Glu
Ile
Thr
val
Ala
565
Tyr
val
Gln
Cys
Phe
645
Ile

Thr

Glu

ES 2638311 T3

Ile
Thx
Asn
Leu
230
Lys
Ala
Pro
Arg
Glu
310
Tyr
Phe
Thr
Val
Cys
330
Arg
Leu
Ile
Asp
Asn
470
Asp
Lys
Asp
Ile
Ser
550
Ile
Gly
Pro
Phe
Thr
630
Ile
Arg
Ile

Glu
690

Ile
Leu
Glu
215
Ile
Ala
Asp
Lys
Asp
285
Leu
Asn
GIn
Ser
Glu
375
Leu
Leu
Thr
Phe
Phe
455
Leu
Gln
Trp
Ile
Gln
535
His
Leu
Gly
val
His
€15
Leu
Leu
Thr
Glu

Glu

Lys
Leu
200
Lys
Asp
Leu
Met
Met
280
His
Ser

Ala

Glu

Glu
185
Ala
val
Leu
Lys
Glu
265
Leu
Arg
Pro

Leu

val

- 345

Gly
360
Lys
Met
Ala
Gly
Cys
440
Leu
Ser
Ala
Glu
Gln
520
Leu
Asp
Gly
Lys
Gly
600
Asp
Asn
val
Arg
Arg

680
Phe

179

His
Glu
Phe
Asp
Leu
425
Ala
Arg
Thr
Glu
Leu
505
Ile
Agp
Gly

Ser

Trp
585
Pro
Ala
Lys
val
Asp

665
Leu

Lys
ﬁet
Asn
Cys
Ile
250
Thr
Lys
Lys
Gly
Ile

330
Val

Trp
Leu
Asp
Phe
41¢
Thr
Met
Thr
Arg
Lys
490
Agn
Lys
Phe
Asp
val
570
Pro
Thr
Lys
Lys
Gly
650

Agn

Gln

Gln
Phe
Thr
Arg
235
His
Leu
Glu
Ile
Ser
315
Glu
Thr
Gln
Phe
His
395
Gly
Arg
Glu
val
Pro
475
Gln
Ser
Asp
Gln
Asp
555
Glu
Phe
Cys
Phe
Ile
635
Glu

Lys

Gln

Ala
Lys
Fro
220
Gly
Lys
Gln
Trp
Gly
300
Cys
Phe
Pro
His
Ala
380
Arg
val
val
Gln
Tyr
460
Glu
Leu
Gly
Ala
Leu
540
Lys
Arg
Trp

Asp

Phe
Tyr
205
Thr
Fro
Asn
Arg
Glu
285
Arg
Phe
Ile
Asn
Tyr
365
Leu
Pro
Leu
Arg
Ile
445
Ser
Lys
Glu
Asp
Ile
525
Pro
Lys
Met

Leu

Glu

- 605

Met
620
Arg
Lys
Val

Leu

695

Ala
Asn
Glu
His

Lys
685

Glu
150
Asn
Thr
His
Ser
Ile
270
Lys
Asp
FPhe
Arg
Ile
350
Ser
Lys
Arg
His
Arg
430
Glu
Val
Phe
Asn
Gly
510
Gly
Ile
Arg
Ile
Ser
590
Tyx

Asp

‘Ala

Lys

Gly
670
Glu

Arg
Lys
Thr

val

Ser.

255
Tyr

Phe
Gln
Leu
Ser
335
Phe
Glu
Pro
Ser
Arg
415
Phe
Asp
Phe
Leu
Ser
485
Ala
Arg
Arg
Pro
Ala
575
Pro
Ala
Ile
Gln
Ile
655
Glu

Phe

Leu
Phe
val
Arg
240
Thr
Gly
Gln
Glu
Fro
3290
Glu
Asn
Asn

Met

Trp
400
Asn
Gln
Glu
Gly
Gly
480
Leu
Phe
Tyr
Phe
val
560
Ile
Arg
Gln
Asp
Leu
640
Ser

Arg

Arg



ES 2638311 T3

<210> 88

<211> 2091

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 88

10

atgtttgagg
aatccttgge
catgattcca
cctgatggta
ggaattagtc
gacctggacc
gaagctcagy

gtctatggtyg

tacctegaag:

aaaatcatta
gcaatgttta
actaccacag
cacacgggca
aaagcagata
ttgaaagagt
agggaccaag
aaaggagect
ggattccagg
cactggcage
ctgaaaccca
cgagaactgce
gcactcacag
gccatggage
agegtatttg
gatatecgaag
gaaaagtggg
attaaagatg
cccatcagat
attgtteate
tatgggggca
ccaacctgtg
gcagacattg
gceacagtata
atcegeacaa
ctacagcagce

<210> 89

agaaggccay
ctgaatatat
ttctggcaga
aacaggttga
aaggcctggce
gccctctgga
cagtgtattg
gatgtttatg
aagggggtgt
dagaaaaaca
agtacaacaa
tetatagatg
aaattaaggc
tggagactct
gggagaagtt
aactatattt
acatttataa
aggtagtcac
actacagega
tgaactgoce
ctetgegget
gactcacceg
agattgaaga
gattttettt
tatgggatca
agttaaacte
cgattgggeyg
ttaatettac
gagccatcett
aatggeccett
atgaatatgc
atetggatee
acttcatttt
gagacaataa
tcaaagagtt

cagtcctteca
ttacacacgt
aaaggcagaa
tgcggaatet
cgacaacacc
agaagattgt
gcactctagt
ctacggtccg
gtctagcaat
agcttttgaa
gttcaaatgc
tggecectttyg
tttaaaaata
ccagagaatt
ccaagaggaa
ctttecatgaa
tgcacttatt
cccaaacatc
gaacatgtte
aggacactge
agcetgatttt
ggtacgaaga
tgaaataaaa
taaactaaac
agctgagaaa
tggagatgga
gtaccaccag
ttatgtaage
gggatcagtg
ttggetgtece
ccaaaaggta
aggctgtaca
agttgttggt
ggtccacggyg
ccgeageaaa

gggaagatgg

cttgagatgt
aaagatagca
tggaaaacta
gttattgcta
accttggage
gctcacataa
ccaatagaaa
gatttctctt
agactggaag
cggatattga
atagatctct
cacaaaaatt
tatggeattt
gctaaaaacce
ctecageceoetg
gaattcatta
ttcaacagee
tectttgagg
cttatgtttg
ggggtacttc
ttecaacagg
gattatttgg
ctttetacte
caacttgaaa
gctttctatg
tgtgcaacca
catgatggtg
gaaagaatga
cotegecagy
cgacaacaat
ttgaataaaa
gaaaaagaga
gaacgcacca
caggcagaag

gaggcgagga
ataatatact
agccaattaa
caccatatca
aagtaaataa
ttctcaagtt
tgggtgaage
atggattcta
ctctggagge
ttaagaaaga
atgaaaaggt

gecggggtec
cctocacgta

cattoccaga
gagatcatag
gaagttgcott
ggagcgaata
gactectggat
tggagaagga
atcatcggece
ataggaacga
atgatgctca
attttectacg
goecoggaaaa
acagtctgaa
gcccaaagat
tccagetgga
atgataagaa
ttgctatect
taatggtagt
tccacgatge
agattcgaaa
aaatcagtgg
tttctgaaac
aagaatttta

gaageccgttg
aaaagcagaa
agtcactttg
aattgcctgt
tgttgtgtgg
tgaggatgag
catggaaaga
ttatgacatyg
tttgtgtaag
aactttactg
gaatactecca
tcatgttaga
ctgggaagge
tecctaaaatg
gaaaattgge
ttttetgeca
taggaaaaga
gaccteggge
gctgtttgee
aaggtcctgg
gctgtctgga
catattctgt
tacggtatat
attccttgga
tgaatttggt
tgacatacag
tttcecagttg
aaggccagtg
cacagaaaac
tccagtggga
caaattcatg
tgcacagtta
cactgttaat
tatcgagcgg
a

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
1860
1920
1980
2040
2091

<211> 563
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 89

180



Met
Pro
Gly
Ile
Thr

65
Aszn

Gly
Pro
val
Ile
50

Leu

Glu

Ile

Glu
Ile
Ser
Lys
Leu
Lys

Asp

Ala
Glu
20

Ser
Glu
Ala
Val

Leu
160

Met
Asn
Agn
Lys
Met

85
Cys

ES 2638311 T3

Glu
Gly
Asp
Gln
Phe
70

Thr

Arg

Arg
Phe
Phe
Ala
55

Lys

Pro

Gly

Val
Tyr
Ser
40

Phe
Tyr
Thr

Pro

181

Tyr
Tyr
25

Ser
Glu
Asn
Thr

His
105

Gly
190

Asp
Leu
Arg
Lys
Thr

90
Val

Gly

Glu
Leu
Phe

75
Val

Arg

Cys
Tyr
Ala
Glu
60

Lys
Tyr

His

Lel._t

Leu
45
Vval

Cys

Arg

Thr

Cys

Glu

30 .
Cys

Lys
Arg
Cys

Gly
110

Tyr
15

Glu
Lys
Lys
Ile
Gly

95
Lys

Gly
Gly
Lys
Glu
Leu
80

Pro

Ile



Ly=s

Pro
145
Glu
Tyr
Phe
Thr
225
Val
Cys

Arg

Ile
305
Asp
Asn
Asp
Lys
Asp
385
Ile
Ser
Ile
Gly
Pro
465
Phe
Thr
Ile
Arg
Ile
545
Glu
<210> 90

<211> 1692
<212> ADN

Ala
Asp
130
Lys
Asp
Leu
Asn
Gln
210
Ser
Glu
Leu
Leu
Thr
290
Phe
Phe

Leu

Gln

Trp
370
Ile
Gln

His

Gly
450
val
His
Leu
Leu
Thr
530
Glu

Glu

Leu
115
Met

His
Ser
Ala
195
Glu
Gly
Lys
Met
Ala
215
Gly
Cys
Leu
Ser
Ala
355
Glu
Gln
Leu
Asp
Gly
435
Lys
Gly
Asp
Asn
val
515
Arg
Arg

Phe

<213> Homo sapiens

Lys
Glu
Leu
Arg
Pro
180
Leu
val
His
Glu
Phe
280
Asp
Leu
Ala
Arg
Thr

340
Glu

Ile
Asp
Gly

420
Ser

Trp
Fro
Ala
Lys

500
vVal

Leu

Ile
Thr
Lys
Lys
165
Gly
Ile
Val
Trp
Leu
245
Asp
Phe
Thr
Met
Thr
325
Arg
Lys
Asn
Lys
Phe
405
Asp
val
Pro
Thr
Lys
485
Lys
Gly
Asn

Gln

ES 2638311 T3

His
Leu
Glu
150
Ile
Ser
Glu
Thr
Gln
230
Phe
His
Gly
Arg
Glu
310
val
Pro
Gln
Ser
Asp
390
Gln
Asp
Glu
Phe
Cys
470
FPhe
Ile
Glu
Lys

Gln
550

Lys

Gln
135

Trp
Gly
Cys
Phe
Pro
215
His
Ala
Arg
Val
val
295
Gln
Tyr
Glu
Leu
Gly
375
Ala
Leu
Lys
Arg
455
Asp
Met
Arg
Lys
Val

535
Leu

Asn
120
Arg
Glu
Arg
Phe
Ile
200
Asn
Tyr
Leu
Pro
Leu
280
Arg
Ile
Ser
Lys
Glu
360
Asp
Ile
Fro
Lys
Met
440
Glu
Ala
Asn
Glu
520
His

Lys

182

Ser
Ile
Lys
Asp
Phe
185
Arg
Ile
Ser
Lys
Arg
265
His
Arg
Glu
val
FPhe
345
Asn
Gly
Gly
Ile
Arg
425
Ile
Sar
Tyr
Asp
Ala
505
Lys
Gly

Glu

Ser
Tyr
Phe
Gln
170
Leu
Ser

Phe

Glu

Pro

250
Ser

Arg
Phe
Asp
Phe
330
Ser
Ala
Arg
Arg
410
Pro
Ala
Pro
Ala
Ile
490
Gln
Ile

Glu

Phe

Thr
Gly
Gln
155
Glu
Pro
Glu
Asn
Asn

235
Met

Trp
Asn
Gln
Glu
315
Gly
Gly
Leu
Phe
Tyr
395
Phe
Val
Ile
Arg
Gln
475
Asp
Leu
Ser
Arg

Arg
555

Tyr
Ile
140
Glu
Leu
Lys
Tyr
Ser
220
Met
Asn
Arg
Glu
Gln
300
Ile
Phe
Asp
Asn
Tyr
380
Hig
Asn

Ile

Gln
460
Lys
Leu
Ala
Gly
Thr

540
Ser

Trp
125
Ser
Glu
Tyr
Gly
Arg
205
Arg
Phe
Cys
Glu
Leu
285
Asp
Lys
Ser
Ile
Glu
365
Gly

Gln

Val
Thr
445
val
Val
Asp
Gln
Thx
525
Ile

Lys

Glu
Phe
Ala
Phe
Ala
190
Lys
Leu
Ser
Pro
Leu
270
Ser
AsSp
Gly
Phe
Glu
350
Phe
Pro
Cys
Thr
Hisg
430
Glu
Met
Arg
Pro
Tyr
510
val

Ser

Gln

Gly
Pro
Lys
Phe
175
Tyr
Arg
Trp
Phe
Gly
255
Pro
Gly
Ala
Cys
Lys
335
val
Gly
Lys
Ala
Tyr
415
Arg
Asn
Val
Gln
Gly
455
Asn
Asn

Glu

Ala

Lys
Asp
Asn
le60
His

Ile

Gly

Glu
240
His

Leu

'Ala

His
Leu

320
Leu

Trp
Glu
Ile
Thr
400
val
Ala
Tyr
val
Gln
480
Cys
Phe
Ile

Thr

Glu
560



10

15

20

25

30

<400> 90

atgggtgaag
aatggattct
tctctggagg
gttaagaaag
aatgaaaagg
tgceggagte
tcctecacgt
tecattcecag
cgagatcata
ggaagttgct
aggagcgaat
cgactctgga
gtggagaagy
gatcategge
cataggaacdg
gatgatgcte
gattttctac
cgeceggaaa
aacagtectga
ggoccaaaga
atccagctagg
gatgataaga
attgctatcc
gtaatggtag
ttccacgatg
aagattcgaa
aaaatcagtg
atttctgaaa
gaagaatttt

ccatggaaag
attatgacat
ctttgtgtaa
aaactttact
tgaatactcc
ctcatgttag
actgggaagg
atcctaaaat
ggaaaattgyg
tttttotgee
ataggaaaag
tgacctogygyg
agctgtttge
caaggtectyg
agctgtctgg
acatattctg
gtacggtata
aattcettgg
atgaatttgg
ttgacataca
atttccagtt
aaaggccagt
tcacagaaaa
ttecagtggy
ccaaattcat
atgcacagtt
gcactgttaa
ctatcgagog
aa

ES 2638311 T3

agtctatggt
gtacctagaa
gaaaatcatt
ggcaatgttt
aactaccaca
acacacggqgc
caaagcagat
gttgaaagag
cagggaccaa
aaaaggagcc
aggattccag
ccactggcag
cctgaaacce
gcgagaactg
agcactcaca
tgccatggag
tagogtattt
agatatcgaa
tgaaaagtgg
gattaaagat
gcccatcaga
gattgttcat
ctatggggge
accaacctgt
ggcagacatt
agcacagtat
tatccgcaca
gctacagceag

ggatgtttat
gaagggggtyg
aaagaaaaac
aagtacaaca
gtetatagat
aaaattaagg
atggagacte
tgggagaagt
gaactatatt
tacatttata
gaggtagtca
cactacagcg
atgaactgcce
cctctgegge
ggactcaccc
cagattgaag
ggattttctt
gtatgggatce
gagttaaact
gegattggge
tttaatctta
cgagccatcet
aaatggcect
gatgaatatg
gatctggatc
aacttcattt
agagacaata
ctcaaagagt

<210>91

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 91
ccgagatcat aggaaaattg gcaggccatg atggtgatga taagaaaagg 50

<210> 92

<400> 92
000

<210> 93

<211>50

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 93
gaagatggga ggcgaggaga agccgttgaa tccttggect gaatatattt 50

<210> 94

<211> 16

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 94

Lys Met Gly Gly Glu Glu Lys Pro Leu
- 5

1 10

183

gctacggtce
tgtctagcaa
aagcttttga
agttcaaatg
gtggecccttt
ctttaaaaat
tccagagaat
tccaagagga
tettteatga
atgeacttat
ccccaaacat
agaacatgtt
caggacactg
tagctgattt
gggtacgaag
atgaaataaa
ttaaactaaa
aagctgagaa
ctggagatgg
ggtaccacca
cttatgtaag
tgggatcagt
tttggetgte
cccaaaaggt
caggetgtac
tagttgttgg
aggtccacgg
tccgeageaa

gccaatagaa
tgatttetet
aagactggaa
ccggatattyg
gatagatcte
acacaaaaat
ttatggcatt
agctaaaaac
acteagccect
tgaattcatt
cttcaacagc
ctecctttgag
ccttatgttt
tggggtactt
atteccaacag
aggttgtttg
cctttetact
acaacttgaa
agetttctat
gtgtgecaacc
ccatgatggt

ggaaagaatg
cectegecag

acgacaacaa
attgaataaa
tgaaaaagag
ggaacgeace
acaggcagaa

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1692

Asn Pro Trp Pro Glu Tyr Ile



10

15

20

ES 2638311 T3

<210> 95

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 95
catatcaaat tgcctgtgga attaggtgta ttggcactct agtgctcaca 50

<210> 96

<400> 96
000

<210> 97

<211> 437

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 97

184



Met His His
Gly Leu Asp

Lys Asn Arg
3s
Phe His Glu
50
Tyr Ile Tyr
65
Arg Gly Phe

Trp Met Thr

Phe Glu Val
115
Gly Bis Cys
130
Pro Leu Arg
145
Gly Ala Leu

Ala His Ile

Cys Leu Asp
195
Lys Leu Asn
210
Val Trp Asp
225
Gly Glu Lys

Lys Ile Asp

Ala Thr Ile
275
Tyr Val Ser
290
Arg Ala Ile
305
Asn Tyr Gly

Val Val Pro
Gln Gln Phe

355
Gly Cys Thr
370
Asn Phe Ile
385
Asn Ile Arg

Glu Thr Ile

Ala Glu Glu
435

<210> 98

<211> 437

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Hisg
Ser
20
Asp
Leu
Asn
Gln
Ser
100
Glu
Leu
Leu
Thr
Phe
180
Phe
Leu
Gln
Trp
Ile
260
Gin
His
Leu
Gly
Val
340
His
Leu
Leu
Thr
Glu

420
Glu

His
Thr
His
Ser
Ala
Glu
Gly
Lys

Met

Gly
165
Cys

Ser
Ala
Glu
245
Gln
Leu
Asp
Gly
Lys
325
Gly

Asp

Asn

Val

Arg Asp

405

Arg Leu

Phe

ES 2638311 T3

His
Leu
Arg
Pro
Leu
70

Val
His
Glu
Phe
Asp
150
Leu
Ala
Arg
Thr
Glu
230
Leu
Ile
Asp
Gly

Ser
310

Trp
Pro

Ala

Lys

Val
390

His
Lys
Lys
Gly
ILle
Val
Tcp
Leu

Asp

135

Phe
Thr
Met
Thr
Arg
215
Lys
Asn
Lys
Phe
Asp
295
Val
Pro
Thr
Lys

Lys
375

Gly
Glu
Ile
40

Ser
Glu
Thr
Gln
Phe
129
His
Gly
Arg
Glu
Val
200
Pro
Gln
Ser
Asp
Gln
280
AsSp
Glu
Phe
Cys
Phe

360

Lys
25

Gly
Cys
Phe
Pro
His
165
Ala
Arg
Val
Val
Gln
185
Tyr
Glu
Leu
Gly
Ala
265
Leu
Lys
Arg
Trp
Asp

345
Met

Pro
10

Glu
Arg
Phe
Ile
Asn
a0

Tyr
Leu
Pro
Leu
Arg
170
Ile
Ser
Lys
Glu
Asp
250
Ile
Pro
Lys
Met
Leu
330
Glu

Ala

Ile
Lys
Asp
Phe
Arg
75

ile
Ser
Lys
Arg
His
155
Arg
Glu
Val
Phe
Asn
235
Gly
Gly
Ile
Arg
Ile
315
Ser
Tyr

Asp

Ile Arg Asn Ala

Gly Glu Lys

Asn

Gln

Lys

Val

Glu Lys

His
410

Gln Leu Lys

185

425

395
Gly

Glu

Pro

Phe
Gln
Leu
Ser
Phe
Glu
Pro
Ser
140
Arg
Phe
Asp
FPhe
Len
220
Ser
Ala
Arg
Arg
Pro
300
Ala
Pro
Ala

Ile

Asn
Gln
Glu
45

Pro

Glu

Met
125

Trp
Asn
Gln
Glu
Gly
205
Gly
Leu
Phe
Tyr
Phe
285
Val
Ile
arg
Gin
Asp

365

Pro
Glu
30
Leu
Lys
Tyr
Ser
Met
110
Asn
Arg
Glu
Gln
Ile
190
Phe
Asp
Asn
Tyrxr
His
270
Aszn
Ile
Leu
Gln
Lys
350
Leu

Leu
15

Glu
Tyr
Gly
Arg
Arg
95

Phe
Cys
Glu
Leu
Asp
175
Lys
Ser
Ile
Glu
Gly
255
Gin
Leu
Val
Thr
val
335
Val

Asp

Ala
Phe
Ala
Lys
80

Leu
Ser
Pro
Leu
Ser
160
Asp
Gly
Phe
Glu
Phe
240
Pro
Cys
Thr
His
Glu
320
Met
Arg

Pro

Gln Leu Ala Gln Tyr

380

Ile Ser Gly Thr Val

400

Glu Arxrg Thr Ile Ser

415

Phe Arg Ser Lys

430

Gln



<220>

ES 2638311 T3

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 98
Met
1
His
Ser
Ala
Glu
65
Gly
Lys
Met
Ala
Gly
145
Cys
Leu
Ser
Ala
Glu
225
Gln
Leu
Asp
Gly
Lys

305
Gly

Asp
Asn
Val
Arg
385
Arg

Fhe

His

Leu
Arg
Pro
Leu
50

Val
His
Glu
Fhe
Asp
130
Leu
Ala
Arg
Thr
Glu
210
Leu
Ile
Asp
Gly

Ser
290

Trp

Pro

Ala
Lys
Val
370
Asp
Len

Gly

His

Lys
Lys
Gly
35

Ile
Val
Trp
Leu
Asp
115
Phe
Thr
Met
Thr
Arg
195
Lys
Asn
Lys
Phe
Asp
275
Val

Pro

Thr

Lys
Lys
355
Gly
Asn
Gln
Lys

Hisg
435

Glu
Ile
20

Ser
Glu
Thrx
Gln
Phe
100
His
Gly
Arg
Glu
Val
180
Pro
Gln
Ser
Asp
Gln
260
Asp
Glu

Phe

Cys

Phe
340
Ile
Glu
Lys
Gln
Pre
420
His

Trp
Gly
Cys
Phe
Pro
His
85

Ala

Arg

val

val
Gln
165
Tyr
Glu
Leu
Gly
Ala
245
Leu
Lys
Arg
Trp

Asp
325

Met
Arg
Lys
vVal
Leu
405

Ile

His

Glu
Arg
Phe
Ile
Asn
70

Tyr
Leu
Pro
Leu
Arg
150
Tle
Ser
Lys
Glu
Asp
230
Ile
Pro
Lys
Met
Leu

310
Glu

Ala
Asn
Glu
His
390
Lys

Pro

Lys
Asp
Phe
Arg
Ile
Ser
Lys
Arg
His
135
Arg
Glu
Vval
Phe
Asn
215
Gly
Gly
Ile
Arg
Ile
295

Ser

Tyr

Asp
Ala
Lys
375
Gly
Glu

Asn

Phe
Gln
Leu
40

Ser
Phe
Glu
Pro
Ser
120
Arg
Phe
Asp
Phe
Leu
200
Ser
Ala
Arg
Arg
Pro
280
Ala

Pro

Ala

Ile
Gln
360
Ile
Giu
Phe

Pro

186

Gln
Glu
25

Pro
Glu
Asn

Asn

Met
103

Trp

Asn
Gln
Glu
Gly
185
Gly
Leu
Phe
Tyr
Fhe
265
vVal
Ile
Arg

Gln

Asp
345
Leu
Ser
Arg
Arg

Leu
425

Glu
10

Leu
Lys
Tyr
Ser
Met

30
Asn

Glu
Gln
Ile
170
Phe
Asp
Asn
Tyr
His
2540
Asn
Ile
Leu

Gln

Lys
330

Leu
Ala
Gly
Thr
Ser

410
Leu

Glu
Tyr

Gly

Arg
75

Phe
Cys
Glu
Leu
Asp
155
Lys
Ser
Ile
Glu
Gly
235
Gln
Len
Val
Thr
Val

315
Val

Asp

-Gln

Thr

Ile
395
Lys

Gly

Ala

Phe

Ala

Lys
60

Leu
Ser
Pro
Leu
Ser
140
Asp
Gly
Phe
Glu
Phe
220
Pro
Cys
Thr
His
Glu
300
Met

Arg

Pro
Tyr
vVal
380
Ser

Gln

Leu

Lys
Phe
Tyr
45

Arg
Trp
Phe
Gly
Pro
125
Gly
Ala
Cys
Lys
Val
205
Gly
Lys
Ala
Tyr
Arg
285
Asn
Val

Gln

Gly
Asn
365
Asn
Glu
Ala

Asp

Asn
His
30

Ile
Gly
Met
Glu
Hisg
110
Leu
Ala
His
Leu

Leu
1940

Trp
Glu
Ile
Thr
Val
270
Ala
Tyr
Val

Gln

Cys
350
Phe
Tle
Thr
Glu

Ser
4390

Arg
Glu
Tyr
Phe
Thr
val
85

Cys
Arg
Leu
Ile
Asp
175
Asn
Asp
Lys
Asp
Ile
255
Ser
Ile
Gly

Pro

Phe
335

Thr

Ile

Arg

Ile

Glu
415
Thr

Asp
Leu
Asn
Gln
Ser
g0

Glu
Leu
Leu
Thr
Phe
160
Phe
Leu
Gln
Trp
Ile
240
Gln
His
Leu
Gly
Val

320
His

Leu

Leu
Thr
Glu
400
Glu

His
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<210>99
<211> 403
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2638311 T3

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 99

Met
1
Gly
Ala
Glu
Gly

65

Lys
Met
Ala
Gly
Cys
145
Leu
Ser
Ala
Glu
Gln
225
Leu
Asp
Gly

Lys

Gly

305
Asp

Asn

val

Arg
385
Phe

His
Leu
Leu
Val
50

His
Glu
Phe
Asp
Leu
130
Ala
Arg
Thr
Glu
Leu
210
Ile
Asp
Gly

Ser

Trp
290
Pro

Ala
Lys
Vval
Asp
370

Leu

Leu

His
Asp
Ile

35
Val

Trp
Leu
Asp
Phe
115
Thr
Met
Thr
Arg
Lys
125
Asn
Lys
Phe
Asp
val
275

Pro

Thr

Lys
Lys
Gly
355
Asn

Gln

Glu

His
Ser
20

Glu
Thr
Gln
Phe
His
160
Gly
Arg
Glu

Val

Pro

‘180

Gln
Ser
Asp
Gln
Asp
260
Glu
Phe
Cfs
Fhe
Ile
340
Glu
Lys

Gln

His
Thr
Phe
Pro
His
Ala
gS

Arg
val
val
Gln
Tyr
165
Glu
Leu
Gly
Ala
Leu
245
Lys
Arg
Trp
Asp
Met
325
Arg
Lys
val

Leu

His
Gly
Ile
Asn
Tyr
70

Leu
Pro
Leu
Arg
Ile
150
Ser
Lys
Glu
Asp
Ile
230
Pro
Lys
Met

Leu

Glu

310
Ala

Asn
Glu
His

Lys
350

His

Ser

Ile
55

Ser
Lys

Arg

Arg
135
Glu
Vval
Phe
Asn
Gly
215
Gly
Ile
Arg
Ile
Ser
295
Tyr
Asp
Ala
Lys
Gly

375
Glu

Gly
Leu
Ser
49

Phe
Glu
Pro
Ser
Arg
120
Phe

Asp

Phe

Ser
200
Ala

Arg
Pro
Ala
280

Pro

Ala

Ile
Gln
Ile
360
Glu

Phe

187

Lys
Pro
25

Glu
Asn
Asn
Met
105
Asn
Gln
Glu
Gly
Gly
185
TLeu
Phe
Tyr
Phe
val
265
Ile
arg

Gln

Asp
Leu
345
Ser

Arg

Arg

Pro
10

Lys
Tyr
Ser
Met
Asn
90

Arg
Glu
Gln
Ile
Phe
170
Asp
Asn
Tyr
His
Asn
250
Ile
Leu
Gln
Lys
Leu
330
Rla
Gly

Thr

Ser

Ile
Gly
Arg
Arg
Phe
75

Cys
Glu
Leu
Asp
Lys
155

Ser

Ile

Glu

Gly
Gln
235
Leu
Val
Thr

Val

Val

315
Asp

Gln

Thr

Tle

Lys
395

Pro
Ala
Lys
Leu
60

Ser
Pro
Leu
Ser
Asp
140
Gly
Phe
Glu
Phe
Pro
220
Cys
Thr
His
Glu
Met
300
Arg
Pro
Tyr
val
Ser

380
GIn

Asn
Tyr
Arg
45

Trp
Phe
Gly
Pro
Gly
125
Ala
Cys
Lys
Val
Gly
205
Lys
Ala
Tyr
Arg
Asn
285

Val

Gln

Gly
Asn
Asn
365
Glu

Ala

Pro
Ile
30

Gly
Met
Glu
Hisg
Len
110
Ala
Hisg
Leu
Leu

Trp
190
Glu
Ile
Thr
Val
Ala
270
Tyr
Val

Gln

Cys
Phe
350
Ile
Thr

Glu

Leu
15

Tyr
Phe
Thr
val
Cys
95

Arg
Leu
Ile
Asp
Asn
17%
Asp
Lys
Asp
Ile
Ser
255
Ile
Gly

Pro

Phe

Thr
335
Ile
Arg
Ile

Glu

Leu
Asn
Gln
Ser
Glu
80

Leu
Thr
Phe
Phe
160
Leu
Gln
Trp
Ile
Gln
240
His
Leu
Gly
Val
His

320
Leu

Leu
Thr
Glu

Glu
400
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<210> 100
<211> 403
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2638311 T3

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 100

Met
1
Phe
Pro
His

Ala
65

Arg

Val
val
Gln
Tyr

145
Glu

Gly
Ala
Leu
225
Lys
Arg

Trp

Met
305

Lys
Val
Leu
Lys

385
His

Gly
Ile
Asn
Tyr
50

Leu
Pro
Leu
Arg
Ile
130
Ser
Lys
Glu
Asp
Ile
210
Pro
lys
Met

Leu

Glu

290

Ala

Asn
Glu
His
Lys
370

Pro

His

Ser
Arg
Ile
35

Ser
Lys
Arg
His
Arg
115
Glu
Val
Phe
Asn
Gly
195
Gly
Ile
Arg
Ile
Ser
275
Tyr

Asp

Ala
Lys
Gly
355
Glu
Ile

His

Leu
Ser
20

Phe
Glu
Pro
Ser
Arg
100
Phe

Asp

Phe .

Leu
Ser
180
Ala
Arg
Arg
Pro
Ala
260
Pro

Ala

Ile

Gln
Ile
340
Glu
Phe

Pro

Pro
Glu
Asn
Asn
Met
85

Asn
Gln
Glu
Gly
Gly
165
Leu
Phe
Tyr
Phe
val
245
Ile
Arg
Gln

Asp

Leu
325
Ser
Arg
Arg

Asn

Lys
Tyr
Ser
Met
Asn
70

Arg
Glu
Gln
Ile
Phe
150
Asp
Asn
Tyr
Eis
Asn
230
Ile
Leu
Gln
Lys

Leu
310

Ala
Gly
Thr
Ser

Pro
350

Gly
Arg
Arg
Phe
55

Cys
Glu
Leu
Asp
Lys
135
Ser
Ile
Glu
Gly
Gln
215
Val
Thr
Val
Val

295
Asp

Gln
Thr
Ile
Lys

375
Leu

Ala
Lys
Leu
40

Ser
Pro
Leu
Ser
Agp
120
Gly
Phe
Glu
Phe
Pro
200
Cys
Thr
His
Glu
Met
280
Arg

Pro

Tyr
Val
Ser
360
Gln

Leu

188

Tyr
Arg
25

Trp
Phe
Gly
Pro
Gly
105
Ala
Cys
Lys
Val
Gly
185
Lys
Ala
Tyr
Arg
Asn
265
Val
Gln

Gly

Asn
Asn
345
Glu
Ala

Gly

Ile
10

Gly
Met
Glu
His
Leu
90

Ala
His
Leu
Leu
Trp
170
Glu
Ile
Thr
Val
Ala
250
Tyxr
val
Gln

Cys

Phe
330
Ile
Thr
Glu

Leu

Tyr
Phe
Thr
val
Cys
75

Arg
Leu
Ile
Asp
Asn
155
Asp
Lys
Asp
Ile
Ser
235
Ile
Gly
Pro

Phe

Thr
315

Ile
Arg
Ile
Glu

Asp
395

Asn
Gln
Ser
Glu
Leu
Leu
Thr
Phe
Phe
140
Leu
Gln
Trp
Ile
Gln

220
His

Gly
Val
His

300
Leu

Leu
Thr
Glu
Glu

380
Ser

Ala
Glu
Gly
45

Lys
Met
Ala
Gly
Cys
125
leu
Ser
Ala
Glu
Gln
205
Leu
Asp
Gly
Lys
Gly
285
Asp

Aszn

val
Arg
Arg
365
Phe

Thr

Leu
Val
390

His
Glu
Phe
Asp
Leu
110
Ala
Arg
Thr
Glu
Leu
130
Ile
Asp
Gly
Ser
270
Pro

Ala

Lys

val
Asp
350
Leu

Leu

His

Ile
15
Val

Trp

Asp
Phe
a5

Thr
Met
Thr
Arg
Lys

175
Asn

‘Lys

Phe
Asp
val
255
Pro

Thr

Lys

‘Lys

Gly
335
Asn
Gln
Glu

His

Glu
Thr
Gln
Phe
His
80

Gly
Arg
Glu
Vai
Pro
160
Gln
Ser
Asp
Gln
Asp
2490
Glu
Phe
Cys
Phe

Ile
329

Glu
Lys
Gln
Gly

His
400
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15

20

<210>101
<211> 313
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2638311 T3

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 101

Met
1
Gly
Asn
Gln
Glu

65

Gly
Gly
Leu
Phe
Tyr
145
Phe
Val
Ile
Arg
Gln
225
Asp
Leu
Ser

Arg

Arg
305

<210> 102
<211> 313
<212> PRT

His
Leu
Glu
Gln
50

Ile
Phe
Asp
Asn
Tyr
130
Hisg
Asgn
Ile
Leu
Gln
210
Lys
Leu
Ala
Gly
Thrx

290
Ser

His
Asp
Leu
35

Asp
Lys
Ser
Ile
Glu
115
Gly
Gln
Leu
val
Thr
195
Val
Val
Asp
Gln
Thr
275
Ile

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

His
Ser
20

Ser
Asp
Gly
Phe
Glu
100
Phe
Pro
Cys
Thr
His
180
Glu
Met
Arg
Pro
Tyr
260
Val

Ser

Gln

His
Thr
Gly
Ala
Cys
Lys
85

Val
Gly
Lys
Ala
Tyr
165
Arg
Asn
Val
Gln
Gly
245
Asn
AsBn

Glu

Ala

His
Leu
Ala
His
Leu

70
Leu

Trp
Glu
Ile
Thr
150
Val
Ala
Tyr
Val
Gln
230
Cys
Phe
Ile
Thr

Glu
310

His
Arg
Leu
Ile
55

Asp
Asn
Asp
Lys
Asp
135
Tle
Ser
Ile
Gly
Pro
215
Phe
Thr

Ile

Ile
295
Glu

Gly
Leu
Thr
40

Phe
Phe

Leu

Gln

Trp
120
Ile
Gln
His
Leu
Gly
200
Val
Hig
Leun
Leu
Thr
280
Glu

Glu

Lys
Ala
25

Gly
Cys
Leu
Ser
Ala
105
Glu
Gln
Leu
Asp
Gly
185
Lys
Gly
Asp
Asgn
val
265

Arg

Phe

Pro
10

Asp
Leu
Ala
Arg
Thr
20

Glu
Leu
Ile
Asp
Gly

170
Ser

Trp
Pro
Ala
Lys
2590
Val
Asp

Leu

Ile
FPhe
Thr
Met
Thr
75

Arg
Lys
Asn
Lys
Phe
155
Asp
val
Pro
Thr
Lys
235
Lys
Gly

Asn

Gln

Pro
Gly
Arg
Glu
60

val
Pro
Gln
Ser
Asp
140
Gln
Asp
Glu
Phe
Cys
220
Phe
Ile
Glu
Lys

Gln
300

Asn
vVal
Val
45

Gln
Tyr
Glu
Leu
Gly
125
Ala
Leu
Lys
Arg
205
Asp
Met
Arg
Lys
Val

285
Leu

Pro
Leu
30

Ile
Ser
Lys
Glu
110
Asp
Ile
Pro
Lys
Met
150
Leu
Glu
Ala
Asn
Glu
270
His

Lys

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 102

189

Leu
15

Hisg
Arg
Glu
val
Phe
95

Asn
Gly
Gly
Ile
Arg
175
Ile
Ser
Tyr
Asp
Ala
255
Lys=
Gly

Glu

Leu
Arg
FPhe
Asp
Phe
80

Leu
Ser
Ala
Arg
Axg
160
Pro
Ala
Pro
Ala
Ile
240
Gln
Ile
Glu

Phe



10

Met
Gly
Ala
Cys
Lys
65
val
Gly
Lys
Ala
Tyr
145
Arg
Asn
val
Gln
Gly
225
"Asn
Asn
Glu
Ala

Asp
305

<210> 103
<211> 369
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Ala
His
Leu

50
Leu

Trp
Glu
Ile
Thr
130
Val
Ala
Tyr
Val
Gln
210
Cys
Phe
Ile
Thr
Glu

290
Ser

Arg
Leu
Ile
35

Asp
Asn
Asp
Lys
Asp
115
Ile
Ser

Ile

Gly

Leu
Thr
20

Phe

Phe

Gln
Trp
100
Ile
Gln
His
Leu

Gly

. 180

Pro
195
Phe
Thr
Ile
Arg
Ile
275
Glu

Thr

val
His
Leu
Leu
Thr
260
Glu
Glu

His

Ala
Gly
Cys
Leu
Ser
Ala
85

Glu

Gln

Asp
Gly
165
Lys
Gly
Asp
Asn
val
245
Arg
Arg
Phe

Hisg

ES 2638311 T3

Asp

Ala
Arg
Thr
70

Glu
Leu
Ile
Asp
Gly

150
Ser

Trp
Pro
Ala
Lys
230
Val

Asp

Gly

His

310.

Phe
Thr
Met
Thr
55

Arg
Lys
Asn
Lys
Phe
135
Asp
Val
Pro
Thr
Lys
215
Lys
Gly
Asn
Gln
Lys

295
Hig

Gly
Arg
Glu
40

Val
Pro
Gln
Ser
Asp
129
Gln
Asp
Glu
Phe
Cys
200
Phe
Ile
Glu
Lys
Gln
280

Pro

His

val
val
25

Gln
Tyr
Glu
Leu
Gly
1056
Ala
Leu
Lys
Arg
185
Asp
Met
Arg
Lys

Val

265-

Leu

Ile

His

Leu
10

Arg
Ile
Ser
Lys
Glu
90

Asp
Ile
Pro
Lys
Met
170
Leu
Glu
Ala
Asn
Glu
250
His

Lys

Pro

His
Arg
Glu
val
Phe
75

Asn
Gly
Gly
Ile
Arg
155
Ile
Ser
Tyr
Asp
Ala
235
Lys
Gly
Glu

Asn

Arg
Phe
Asp
Phe
60

Leu

Ser

Arg

Arg
140
Pro

Ala

Pro

Ile
220
Gln
Ile
Glu
Phe

Pro
300

Asn
Gln
Glu
45

Gly
Gly
Leu
Phe
Tyr
125
Phe
val
Ile
Arg
Gln
205
Asp
Leu
Ser
Arg
Arg

285
Leu

Glu
Gln
30

Ile
Phe
Asp
Asn
Tyr
110
His
Asn
Ile
Leu
Gln
190
Lys
Leu
Ala
Gly
Thr

270
Ser

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 103

Lieu
15

Asp
Lys
Ser
Ile
Glu
95

Gly
Gln
Leu
Val
Thr
175
Val
Val
Asp
Gln
Thr
255
Ile
Lys

Gly

Ser
Asp
Gly
Phe
Glu
80

Phe
Pro
Cys
Thr
His
160
Glu

Met

‘Arg

Pro
Tyr
240
Vval
Ser

Gln

Leu

Met His His His His His His Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu

1

5

190

10

15
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Gly
Trp
Leu
Asp
65

Phe
Thr
Met
Thr
Axrg
145
Lys
Asn
Lys
Phe
Asp
225
Val
Pro
Thr
Lys
Lys
305
Gly
Asn
Gln
Glu

<210> 104

<211> 369
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Gln
FPhe
50

His
Gly
Arg
Glu
val
130
Pro
Gln
Ser
Agp
Gln
210
Asp
Glu
Phe
Cys
Phe
290
Ile
Glu
Lys

Gln

Asp
His
35

Ala
Arg
Vval
Val
Gln
115
Tyr
Glu
Leu
Gly
Ala
195
Lys
Arg
Trp
Asp
275
Met
Arg
Lys

Vval

Leu
355

Ser
20

Tyr
Leu

Pro

Arg
100
Tle
Ser
Lys
Glu
Asp
180
Ile
Pro
Lys
Met
Leu
260
Glu
Ala
Asn
Glu
His

340
Lys

Thr
Ser
Lys
Arg
His
85

Glu
Val
Phe
Asn
165
Gly
Gly
Ile
Arg
Ile
245
Ser
Tyr
Asp
Ala
Lys
325
Gly

Glu

ES 2638311 T3

Gly
Glu
Pro
Ser
70

Arg
Phe
Asp
Phe
Leu
150
Ser
Ala
Arg
Arg
Pro
230
Ala
Pro
Ala
Ile
Gln
310
Ile
Glu

Phe

Ser
Asn

Met
55

Trp
Asn
Gln
Glu
Gly
135
Gly
Leu
Phe
Tyr
Phe
215
Val
Ile
Axg
Gln
Asp
295
Leu
Serx

Arg

Arg

Ser
Met
40

Asn
Arg
Glu
Gln
Ile
120
Phe
Asp
Asn
Tyr
His
200
Asn
Ile
Leu
Gln
Lys
280
Leu
Ala
Gly

Thr

Ser
360

Arg
25

Phe
Cys
Glu
Leu
Asp
105
Lys
Ser
Ile
Glu
Gly
185
Gln
Leu
Val
Thr
Val
265
Val
Asp
Gln
Thr
Ile

345
Lys

Leu
Ser
Pro
Leu
Ser
20

Asp
Gly
FPhe
Glu
Phe
170
Pro
Cys
Thr
His
Glu
250
Met
Axyg
Pro
Tyr
Vval
330

Ser

Gln

Trp
FPhe
Gly
Pro
75

Gly
Ala
Cys
Lys
Val
155
Gly
Lys
Ala
Tyr
Arg
235
Asn
val
Gln
Gly
Asn
315
Asn

Glu

Ala

Met
Glu
His
60

Leu

Ala

His

Leu
140

Trp
Glu
Ile
Thr
Val
220
Ala
Tyr
val
Gln
Cys
300
Phe
Ile

Thr

Glu

Thr
Val
45

Cys
Arg

Leu

Ile

Asp

125
Asn

Asp
Lys
Asp
Ile
205
Ser
Ile
Gly
Pro
Phe
285
Thr
Tle
Arg

Ile

Glu
365

Ser
30

Glu
Leu
Leu
Thr
Phe
110
Phe
Leu
Gln
Trp
Ile
190
Gln
His
Leu
Gly
val
270
His

Leu

Thr

Glu
350
Glu

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 104

191

Gly
Lys
Met
Ala
Gly
95

Cys
Leu
Ser
Ala
Glu
175
Gln
Leu
Asp
Gly
Lys
255
Gly
Asp
Asn
vVal
Arg
335

Arg

Phe

His
Glu
Phe
Asp
80

Leu
Ala
Arg
Thr
Glu
160
Leu
Ile
Asp
Gly

Ser
240

Trp
Pro
Ala
Lys
Val
320
Asp

Leun

Leu
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Met
Ser

Lys

Hisg
65
Arg
Glu
Val
Phe
Asn
145
Gly
.Gly
Ile
Arg
Ile
225
Ser
Tyx
Asp
Ala
Lys
305
Gly
Glu
Ile
His
<210> 105

<211>451
<212> PRT

Gly
Glu
Pro

Ser

50
Arg

Phe
Asp
Phe
Leu
130
Ser
Ala
Arg
Arg
Pro
210
Ala
Pro
Ala
Ile
Gln
290
Ile
Glu

Phe

Pro

Ser
Asn
Met

Trp

Asn
Gln
Glu
Gly
115
Gly
Leu
Phe
Tyr
Phe
195
Val
Ile
Arg
Gln
.Asp
275
Leu
Ser
Arg
Arg

Asn
355

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
Met
20

Asn

Arg

Glu
Gln
Ile
100
Phe
Asp
Asn
Tyr
His
180
Asn
Ile
Leu
Gln
Lys
260
Leu
Ala
Gly
Thr
Ser

340
Pro

Arg
Phe
Cys

Glu

Leu
Asp
85

Lys
Ser
Ile
Glu
Gly
165
Gln
Leu
Val
Thr
Vval
245
Val
Asp
Gln
Thr
Ile
325
Lys

Leu

ES 2638311 T3

Leu
Ser
Pro
Leu
Ser
70

Asp
Gly
Phe
Glu
Phe
150
Pro
Cys
Thr
His
Glu
230
Met
Arg
Pro
Tyr
Vval
310
Ser

Gln

Leu

Trp
Phe
Gly
Pro

55
Gly

Ala
Cys
Lys
val
135
Gly
Lys
Ala
Tyr
Arg
215
Asn
Val
Gln
Gly
Asn
295
Asn
Glu

Ala

Gly

Met
Glu
His
40

Leu
Ala
His
Leu

Leu
120

Trp
Glu
Ile
Thr
Val
200
Ala
Tyr
Val
Gln
Cys
280
Phe
Ile
Thr

Glu

Leu
360

Thr
Val
25

Cys

Arg

Leu
Ile
Asp
105
Asn
Asp

Lys

Asp

Ser
10
Glu

Leu

Leu

Thi
Phe
90

Phe
Leu
Gln
Trp

Ile

170

Ile
185
Ser
Ile
Gly
Pro
Phe
265
Thr
Ile
Arg
Ile
Glu

345
Asp

Gln
His
L_eu
Gly
val
250
His
Leu
Leu
Thr
Glu
330
Glu

Ser

Gly
Lys
Met
Ala
Gly
15
Cys
Leu
Ser
Ala
Glu
155
Gln
Leu
Asp
Gly
Lys
235
Gly
Asp
Asn
val
Arg
315
Arg
Phe

Thr

Hisg"

Glu
Phe

Asp

60
Leu

Ala
Arg
Thr
Glu
140
Leu
ITle
Asp

Gly

Ser
220

Trp
Pro
Ala
Lys
val
300
Asp
Leu

Leu

Hisg

Trp
Leu
Asp

Phe

Thr
Met

Thr

Arg

125
Lys

Asn
Lys
Phe
Asp
205
Val
Pro
Thr
lys
Lys
285
Gly
Asn
Gln

Glu

His
365

Gln
Phe
30

His

Gly

Arg
Glu
val
110
Pro
Gln
Ser
Asp
Gln
190
Asp
Glu
Phe
Cys
Phe
270
Ile
Glu
Lys
Gln
Gly

350
His

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 105

192

His
15

Ala
Arg

val

val
Gln
95

Tyr

Glu

Gly
Ala
175
Leu
Lys
Arg
Trp
Asp
255
Met
Arg
Lys
val
Leu
335
Lys

His

Tyr
Len
Pro
Leu
Arg
g0

Ile
Ser
Lys
Glu
Asp
160
Ile
Pro
Lys
Met
Leu
240
Glu
Ala
Asn
Glu
Hisg
3290
Lys

Pro

His



5

Met
Gly

Pro

Glu
65
Tyr

Phe
Thr
Val
Cys
145
Len
Ile
Asp
Asn
225
Asp
Lys
Asp
Ile
Ser
305
Ile
Gly
Pro
Phe
Thr
385
Tle
Arg

Ile

Glu

<210> 106
<211> 451

His
Leu
Lys
Asp
50

Leu

Asn

Gln
Ser
Glua
130
Leu
Leu
Thr
Phe
Phe
210
Leu
Gln
Trp
Ile
Gln
290
His
Leu
Gly
val
Hig
370
Leun
Leu
Thr

Glu

Glu

450

His
Asp
Met
35

His
.Sér
Ala
Glu
Gly
115
Lys
Met
Ala
Gly
Cys
185
Leu
Ser
Ala
Glu
Gln
275
Leu
Asp
Gly
Lys=s
Gly
355
Asp
Asgn

val

Arg

His

Ser
20

Leu
Arg
Pro

Leu

val
100
His
Glu
Phe
Asp
Leu
180
Ala
Arg
Thr
Glu
Leu
260
Ile
Asp
Gly

Ser

Trp
340
Pro
Ala
Lys
val

Asp

- 420

Arg
435
Phe

Leu

His
Thr
Lys
Lys
Gly

Ile
85

val
Trp
Leu
Asp
Phe
165
Thr
Met
Thr
Arg
Lys
245
Asn
Lys
Phe
Asp
Val
325
Pro
Thr
Lys
Lys
Gly
A05

Asn

Gln

ES 2638311 T3

His
Leu
Glu
Ile
Ser

70
Glu

Thr
Gln
Phe
His
150
Gly
Arg
Glu
val
Bro
230
Gln
Ser
Asp
Gln
Asp
3190
Glu
Phe
Cys
Phe
Ile
390
Glu
Lys

Gln

Hisg
Gln
Trp
Gly
55

Cys

Phe

Pro
His
Ala
135
Arg
Vval
Val
Gln
Tyr
215
Glu
Leu
Gly
Ala
Leu
295
Lys
Arg
Trp
Asp
Met
375
Arg
Lys

Val

Leu

Gly
Arg

Glu

-40

Axg
Phe

Ile

Asn
Tyr
120
Leu
Pro
Leu
Arg
Ile
200
Ser
Lys
Glu
Asp
Ile
280
Pro
Lys
Met
Leu
Glu
360
Ala
Asn
Glu
His

Lys
440

193

Lys
Ile
25

Lys
Asp

Phe

Ile
108
Ser
Lys
Arg
His
Arg
185
Glu
Val
Phe
Asn
Gly
265
Gly
Tle
Arg
Ile
Ser
345
Tyr
Asp
Ala
Lys
Gly

425
Glu

Pro
10

Tyr
Phe
Gln
Len

Ser
L 1u)

Phe
Glu
Pro
Ser
Arg
170
Fhe
Asp
Phe
Leu
Ser
250
Ala
Arg
Arg
Pro
Ala
330
Pro
Ala
Ile
Gln
Ile
410
Glu

Phe

Ile

Gly

Gln

Glu

Pro
78

Glu
Asn

Asn

Met

Trp
155
Asn
Gln
Glu
Gly
Gly
235
Leu
Phe
Tyr
Phe
Val
315
Ile
Arg
Gln
Asp
Leu
385
Ser

Arg

Arg

Pro

Ile

Glu

Leu
60

Lys

Tyr

Ser
Met
Asn
140
Glu
Gln
Ile
Phe
220
Asp
Asn
Tyxr
His
Asn
300
Ile
Leu
Gln
Lys
Leu
380
Ala
Gly

Thr

Ser

Asn
Ser
Glu
45

Tyr
Gly

Arg

Arg
Phe
125
Cys
Glu
Leu
Asp
Lys
205
Ser
Ile
Glu
Gly
Gln
285
Leu
val
Thr
val
Vval
365
Asp
Gln
Thr

Ile

Lys
445

Pro
Phe
30

Ala
Phe
Ala

Lys

Leu
110
Ser
Pro
Leu
Ser
Asp
190
Gly
Phe
Glu
Phe
Pro
270
Cys
Thr
His
Glu
Met
350
Arg
Pro
Tyr
val
Ser

430
Gln

Leu
15

Pro
Lys
Phe
Tyr

Arg
95

Trp
Phe
Gly
Pro
Gly
175
Ala
Cys
Lys
Val
Gly
255
Lys
Ala
Tyr
Arg
Asn
335
val
Gln
Gly
Asn
Asn
415
Glu

Ala

Leu
Asp
Asn
His
Ile

80
Gly

Met
Glu
Hig
Leu
160
Ala
His
Leu
Leu
240
Glu
Tle
Thr
Val
Ala
320
Tyr
Val
Gln
Cys
Phe
400
ITle

Thr

Glu



ES 2638311 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 106

194



Met
Lys
Lys

Gly

Ile
65
Val

Trp
Leu
Asp
Phe
145
Thr
Met
Thr
Arg
Lys
225
Asn
Lys
Phe
Asp
Val
305
Pro
Thr
Lys
Lys
Gly
385
Asn
Gln

Lys

His

<210> 107

Glu
Ile

Ser

50
Glu

Thr
Gln
Phe
His

130
Gly

Glu
Val
Pro
210
Gln
Ser
Asp
Gln
Asp
290
Glu
Phe
Cys
Phe
Ile
370
Glu
Lys
Gln

Pro

His
450

Gln
Trp
Gly

35
Cys

Phe
Pro
His
Ala
115
Val
vVal
Gln
Tyr
195
Glu
Leu
Gly
Ala
Leu
275
Lys
Arg
Trp
Asp
Met
355
Arg
Lys
val
Leu
Ile

435
His

Arg
Glu
20

Arg

Phe

Ile
Asn
Tyr
100
Leu
Pro
Leu
Arg
Ile
180
Ser
Lys
Glu
Asp
Ile
260
Pro
Lys
Met
Leu
Glu
340
Ala
Asn
Glu
Hig
Lys

420
Pro

Ile
Lys
Asp

Phe

Arg
Ile
85

Ser
Lys
Arg
His
Arg
165
Glu
Val
Phe
Asn
Gly
245
Gly
Ile
Arg
Ile
Ser
325
Tyr
Asp
Ala
Lys
Gly
405
Glu

Asn

ES 2638311 T3

Tyr
Phe
Gln

Leu

Ser
70

Phe
Glu
Pro
Ser
Arg
150
Phe
Asp
Phe
Leu
Ser
230
Ala
Arg
Arg
Pro
Ala
310
Pro
Ala
Ile
Gln
Ile
350
Glu

Phe

Pro

Gly
Gln
Glu

Pro

55
Glu

Asn
Asn
Met

Trp
135
Asn
Gln
Glu
Gly
Gly
215
Leu
Phe
Tyr
Phe
Val
295
Ile
Arg
Gln
Asp
Leu
375
Ser
Arg

Arg

Leu

Ile
Glu
Leu

40
Lys

Tyr
Ser
Met
Asn
120
Arg
Glu
Gln
Ile
Phe
200
Asp
Asn
Tyr
His
Asn
280
Ile
Leu
Gln
Lys
Leu
360
Ala
Gly
Thr

Ser

Leu
440

195

Ser

Glu
25
Tyr

'Gly

Arg
Arg
Fhe
105
Cys
Glu
Leu
Asp
Lys
185
Ser
Ile
Glua
Gly
Gln
265
Leu
Val
Thr
val
Val
345
Asp
Gln
Thr
Ile
Lys

425
Gly

Phe
10
Ala
Phe

Ala

Lys
Leu
20

Ser
Pro
Leu
Ser
Asp
170
Gly
Phe
Glu
Phe
BPro
250
Cys
Thr
His
Glu
Met
330
Arg
Pro
Tyr
Val
Ser
414
Gln

Leu

Pro
Lys
Phe

Tyr

Arg
75

Trp
Phe
Gly
Pro
Gly
155
Ala
Cys
Lys
Val
Gly
235
Lys
Ala
Tyr
Arg
Asn
315
Val
Gln
Gly
Asn
Asn
395
Glu
Ala

Asp

AsSp
Asn
Hig

Ile

60
Gly

Met
Glu
His
Leu
149
Ala
His
Leu

Leu

Trp
220
Glu
Ile
Thr
Val
Ala
300
Tyr
Val
Gln
Cys
Phe
380
Ile
Thr
Glu

Ser

Pro

Glu
45
Tyr

Phe
Thr
val
Cys
125
Leu
Ile
Asp
Asn
205
Asp
Lys
Asp
Ile
Ser
285
Ile
Gly
Pro
Fhe
Thr
365
Ile
Arg
Ile

Glu

Thr
445

Lys
Asp
30

Leu

Asn

Gln
Ser
Glu
110
Leu
Leu
Thr
Phe
Phe
190
Leu
Gln
Trp
Ile
Gln
270
His
Leu
Gly
Vval
His
3540
Leu
Leu
Thr
Glu
Glu

430
His

Met
15
His

Ser

Ala

Glu

Gly

‘Lys

Met
Ala
Gly
Cys
175
Leu
Ser
Ala
Glu
Gln
255
Leu
Asp
Gly
Lys
Gly
335
Asp
Asn
Vval
Arg
Arg
415

Phe

His

Leu
Arg
Pro

Leu

val
80

His
Glu
Phe
Asp
Leu
160
Ala
Arg
Thr
Glu
Leu
240
Ile
Asp

Gly

Ser

Trp
320
Pro
Ala
Lys
val
Asp
400
Leu

Gly

His
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15

20

<211> 148
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2638311 T3

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 107

Met
1

Gly
Gly
val
His
65

Leu
Leu
Thr
Glu

Glu
145

<210> 108
<211> 148
<212> PRT

His

Leu
Lys
Gly
Asp
Asn
Val
Arg
Arg

130
Phe

His

Asp
Trp
35

Pro
Ala
Lys
val
Asp
115

Leu

Len

<213> Secuencia artificial

<220>

His

Ser
20

Pro
Thr
.Lya
Lys
Gly
100
Asn

Gln

Glu

His

Thr
Phe
Cys
Phe
Ile
85

Glu
Lys

Gln

His His

Gly Ser
Trp Leu
Asp Glu
55
Met Ala
70
Arg Asn
Lys Glu
Val Hig

Leu Lys
135

Gly

Ile
Ser
40

Tyr
Asp
Ala
Lys
Gly

120
Glu

Lys

Ala
25

Pro
Ala
Ile
Gln
Ile
105
Glu

Phe

Pro
10

Ile
Arg
"Gln
Asp
Leu

90
Ser

Arg

Ile

Leu
Gln
Lys
Leu
75

Ala
Gly

Thr

Ser

Pro

Thr
Val
Val
60

Asp
Gln
Thr

Ile

Lys
140

Asn

Glu
Met
45

Arg
Pro
Tyr
val
Ser

125
Gln

Pro

Asn
30

Vval
Gln
Gly
Asn
Azsn
110
Glu

Ala

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 108

Met
1
Phe
Cys
Phe
Ile

65

Glu
Lys
Gln
Gly

His
145

Gly
Trp
Asp
Met
50

Arg
Lys
val
Leu
Lys

130
His

Ser
Leu
Glua
35

Ala
Asn
Glu
His
Lys
115

Pro

His

Ile
Ser
20

Tyr
Asp
Ala
Lys
Gly
100
Glu
Ile

His

Ala
Pro
Ala
Ile
Gln
Ile
85

Glu
Phe

Pro

Ile Leu
Arg Gln
Gln Lys
Asp Leu
§5

Leu Ala
70

Ser Gly
Arg Thr
Arg Ser

Asn Pro
135

Thr
Val
Val
40

Asp
Gln
Thr
Ile
Lys
120
Leu

196

Glu
Met
25

Arg
Pro
Tyr
val
Ser
105
Gln

Leu

Asn
10

val
Gln
Gly
Asn.
Asn
90

Glu
Alza

Gly

Tyr
Val
Gln
Cys
Phe

75
Ile

Glu

Leu

Gly
Pro
Phe
Thr
60

Ile

Arg

» Tle

Glu

Asp
140

Gly
Val
His
45

Leu
Leu
Thr
Glu
Glu

125
Ser

Lys
Gly
30

Asp
Asn
val
Arg
Arg
110
Phe

Thr

Leu
15

Tyr
Val
Gln
Cys
Phe
95

Ile

Thr

Glu

Trp
15

Pro
Ala
Lys

vVal

Gly
Pro
Phe
Thr
80

Ile
Arg
Ile

Glu

Pro
Thr
Lys
Lys
Gly
Asn
Gln
Glu

His



10

15

20

ES 2638311 T3

<210> 109

<211> 1260

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

<400> 109

ctgaaagaat

aaaggcgegt
ggttttcaag
cactggcagc
ctgaagcega
cgcgagetgc
gcgctgaceg
gcgatggagce
tcegtttteg
gacattgagg
gaaaagtggg
atcaaagatg
ccaatccget
atcgttcatc
tatggtggta
ccgacctgtg
gcggacattg
gcccaataca
attegtacge
ctgecagecaac

gggagaagtt ccaggaagag gccaaaaacce gecgatcatceg taagattgge 60
cgtgaccagg agctgtactt ttteocacgag ctgagecccgg gtagetgott tttectgecg 120
acatctataa cgotttgate gaattcatee geoagegagta cogtaagegt 180

aggtcgtcac
actacagcga
tgaactgtceg
cgectgcgect
gtctgacccg
aaatcgagga
gctttagett
tctgggatca
aactgaatag
cgatcggceg
tcaacctgac
gtgcaattct
aatggccgtt
atgaatacgc
atctggatcc
acttcatcct
gtgacaataa
tgaaagaatt

tecgaatate
gaatatgttt
gggecattge
ggecggatttt
cgttogecgt
tgagattaag
taaactgaac
agcagagaag
cggtgacgge
ttatcaccag
ctatgtgteg
gggtagegte
ttggctgtee
acagaaagtt
gggttgcacyg
ggtegtgggce
ggtgcatggt
cegcagcaaa

ttcaacagee
agcttegagg
ctgatgtteg
gatgtgttge
ttteageaag
gattgtetgg
ttgtctacee
caactggaga
gagttctacg
tgecgetacga
catgacggeg
gagcgcatga
cotegecaqgq
cgtcaacaat
ctgaataaga
gagaaagaga
gaacgtacca
caggcagaag

gtetgtggat
ttgaaaaaga
atcacecgtce
accgeaatga
atgacgcgea
acttectgeg
gteceggaaaa
acagcctgaa
gtcctaagat
tccagttgga
acgacaagaa
ttgcgattet
tgatggtggt
ttcacgatge
aaattegtaa
agattagcgg
ttagcgaaac
aagaattcta

<210> 110

<211> 1146

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

<400> 110

ggatecctge
tatecgtaaac
atgacatctg
gagctgtttyg
cctcegttctt

gaactgtctg
cacatctttt
cgcacagtgt
aaatttetgg
aacgaatttg
atcgacatce
gactttcage
aaacgtccgg
ctgaccgaga
gtteceggttg
gccaaattca
aacgoccagc
ggcaccgtta
actatcgaac
ctcgag

cgaaaggcgc
gtggctttca
gtcactggeca
ctctgaaace
ggcgtgaact
gtgctctgac
gtgcecatgga
atagecgtgtt
gegatatcga
gegagaaatyg
agattaaaga
tgcctatteg
tcatcgtaca
attatggcegg
gaccaacttg
tggecgacat
tggcacagta
atattcgtac
gtctgcaaca

ttatatctat
ggaagttgtt
acactattct
gatgaattgt
gccactgegt
aggtctgaca
gcagatcgaa
cgggttttce

ggtttgggac
ggaactgaac

cgccattgge
cttoaacctyg
cegtgetate
aaaatggccg
tgatgagtat
cgatctggac
taactttatce
togtgataac
gctgaaagag

aatgccctga
acgcctaaca
gagaacatgt
cogggtcatt
ctggetgact
cgtgtcegte
gatgagatca
ttcaaactga
caagccgaaa
tegggtgatyg
cgctatcate
acctatgtga
ctgggttetg
ttttggetgt
gctcaaaaag
cctggttgta
ctggtegtag
aaagttcatg
tteccgeteta

197

tcgagtttat
tttttaacag
tcagettega
gtctgatgtt
ttggtgtget
gttteocagea
aaggttgect
atctgagtac
aacaactgga
gtgcctttta
agtgtgecac
gecatgatgg
ttgagegtat
cacctegtea
ttegtecaaca
ccctgaacaa
goegaaaaaga
gagagegtac
aacaggcaga

gacttctggt
gctgtttgec
gcgttcctgg
gctgagegygt
cattttetgc
taccgtgtat
gtttttgggt

cgaattcggt
cgacatccaa

cttecagttg
acgtccggtc
gaccgagaat
tcecggttgge
aaagtttatg
tgeccagetyg
cacggttaac
gattgaacgt
atgactegag

tegeteggag
tegectgtgyg
agtggagaaa
tgatcaccgt
gecaccgtaat
ggatgatgece
ggattttetg
ccgtocagag
gaacagectg
tggccctaaa
cattcagetg
agatgacaaa
gattgecatt
agtgatggtt
atttecacgat
aaaaatccgt
aaaaatcagc
cattagtgag
agaggagtte

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
8400
960
1020
1080
1140
1146



ES 2638311 T3

<210> 111
<211> 888
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

<400> 111

10

ctgegettgy
ctgacccgtg
atcgaggacg
ttcagcttta

tgggatcagg
ttgaactctg
atcggtegtt
aatctgacct
gegattctgg
tggcecattct
gagtatgecgc
ttggaccegg
tttatcctgg
gacaacaaag
aaagagtttce

ctgacttegg
tgegtegett
aaatcaaggg
aactgaatct
cagaaaégca
gcgacggege
accatcagtg
atgtttecca
gtagcgttga
ggctgagecc
agaaggtccg
gttgtaccct
tggtaggtga
tccacggega
gttctaaaca

cgtoctgeac
ccaacaagat
ttgtctggac
gagcacgcgt
attggagaat
gttectacggt
cgctacgatt
cgatggtgat
gcgcatgatce
gogtcaagtt
tcaacagtte
gaacaaaaaqg
aaaagagaaqg
acgtaccatc
ggcagaagaa

cgecaacgaac
gatgcacaca
tttctgegta
cctgagaagt
agcectgaatyg
ccgaagateg
cagctggatt
gacaagaaac
gegattttga
atggtggtece
catgacgcca
atcegtaatg
atttecggea
agcgaaacta
gagttttaat

tgageggtge
ttttetgege
cggtttacag

tectgggtga
agtteggega

atattcagat

ttcagctgeo
gcceggteat
coegagaatta
ecggttggtec
agtttatgge
cgeagetgge
cggtgaacat
ttgaacgtct
gactcgag

gctgacogge
gatggagcag
cgtttttggt
catcgaagtg

gaaatgggag
taaagacgcece
gattcgtttc
cgtgcatege
tggeggtaaa
gacctgegat
agatatcgac
ccaatacaac
tegcaccegt
gcaacaacty

60

120
180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
888

<210> 112

<211> 1044

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

<400> 112

25

ggatcctete
agettegagg
ctgatgtteg
ggtgttetge
ttecageagg
gggtgcctgy
ctgtctacce
caactggaga
geettttatyg
tgtgeccacea
catgatgggg
gagegtatga
cctegtcagy
cgccagcaat
ctgaacaaaa
gaaaaagaaa
gagegtacea
caggecgaay

gtetgtggat
ttgagaaaga
atcacecgtec
accgcaatga
atgatgcceca
attttetgeg
gtccggaaaa
acagcctgaa
gtcctaaaat
ttecagetgga
acgacaaaaa
ttgecattet
ttatggttgt
tecacgatge
aaatccgtaa
aaatctcggyg
tttecagaaac
aggaattcct

gacttetgge
getgtttgee
tegttettgy
actgtcaggt
cattttotgt
tacegtgtat
atttetgggg
cgaattegge
tgatatccag
ctttcaactyg
acgtectgtyg
gaccgagaac
geeggttggt
caaattcatyg
tgececagetyg
gaccgtgaat
catogagege
cgag

cattggecage
ctgaaacega
cgtgaactgc
getetgactg
gccatggage
agcegtatteg
gacatcgagg
gaaaaatggg
atcaaagacg
cctatteget
attgtacacc
tatgggggca
ccaacttgtg
gecegatateg
gcacagtata
attagtacce
ctgcagcaac

attatagega
tgaattgtec
ctetgegect
gtetgacteg
aaattgaaga
gcttocteett
tctgggatca
aactgaactc
ccattgggeg
tcaatctgac
gtgecattet
aatggecttt
atgagtatge
acctggacce
acttcatecct
gtgataataa
tgaaagagtt

aaacatgtte

gggtcactgt
ggetgatttt
tgttegtegt
tgagatcaaa
taaag¢tgaat
agocggaaaaa
cggagatggt
ttatcatcag
ctatgtgage
gggttctgtg
ttggetgtcet
tcagaaagtt
tggetgtace
ggtagtggge
agttcatggg
tegtagtaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€600
660
720
780
840
900
960
1020
1044

<210> 113

<211> 1302

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

198



10

15

20

<400> 113

ctgcagcgea
ttccaagaag
ttcttccacg
aatgctctga
acgccgaata
gagaatatgt
cecaggtcact
ctggeegact
cgtgtgegece
gacgagatca
tttaaactga
caggcagaaa
agcggegacg
cgttateace

acctacgtga
ctgggtageg
ttetggttgt
gcgcaaaaag
cegggetgea
ctggtegtygy
aaagtccacyg
ttecegeagea

tctacggcecat
aggcgaaaaa
agctgtecce
ttgagtttat
tctttaacag
ttagctttga
gectgatgtt:
teggogtget
gtttteagea
agggttgttt
acctgtctac
agcaactgga
gtgccttcta

agtgtgccac
gccatgatgg
ttgaacgeat
ceccegegtca

ttegecaaca

ctttgaacaa
gtgaaaaaga
gcgaacgeac
aacaagcegga

ES 2 638

ctegttaoceca
ccgtgateac
gggttegtge
tcgtagecgag
ccgtctgtgg
agttgaaaaa
cgaccaccgt
gcatcgtaac
ggatgatgeg
ggactteectg
cegtecggag
gaacagcettg
cggoeccgaag
gatccagttg
cgatgataag
gategetatt
ggtgatggtg
gttccacgac
gaagatcegt
gaagattage
catttecgaa
agaagagtte

311 T3

gaccctaaaa
cgcaagattg
ttettootge
tategtaage
atgaccageg

-gagctgtteg

ccgegttett
gaactgagcg
catatctttt
cgcacggtgt
aaattcctagg
aatgagtttg
attgatatce
gactttcagc

aaacgteegy
ctgaccgaaa
gtteccggttg
gcaaagttta
aatgccocaac
ggtactgtta
acgattgage
taatgacteg

tgttgaaaga
gtcgtgatca
cgaagggtgce
goggettcca
gtcattggea
cgctgaagee
ggcgtgaatt
gtgcgctgac
gcgcaatgga
atagcgtttt
gcgacattga
gcgagaaatg
agatcaaaga
tgcecgatteg

tcattgtcca
actacggtgg
gtcctacgtg
tggcagacat
tggcacaata
acatcecgtac
gtectgeagea
ag

gtgggaaaag
agagctgtat
gtacatctac
ggaagttgtc
gcactacagc
gatgaattgt
goccgetgege
cggtctgace
gcaaatcgag
tggttttage
ggtctgggac
ggagctgaat
tgegattgge
ctttaatctg

taegtgegatt
taagtggceg
cgacgagtat
cgatctggac.
caactttatt
ccgtgataac
actgaaagaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840

800

260

1020
1080
1140
1200
1260
1302

<210> 114
<211> 381
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

<400> 114

ggatcecateg
cgtcaagtca
cagecagttte
aacaaaaaaa
aaagagaaaa
cgtacaattt
gecgaagaag

ctattctgac
tggttgttee
atgatgccaa
tcegtaacge
tcageggeac
cagagactat
agttectega

cgaaaattat
ggttggtecy
attecatggee
ccagetgget
cgtcaacatt
tgagegectyg
g

ggcggcaaat
acatgtgatg
gatatecgace
cagtataact

cgtaccegtyg
caacagctga

ggcctttttg
agtatgccca
tggaccctag
tcatecctggt
acaataaagt
aagaattteg

getgtctect
gaaagtcegt
ctgtacactg
ggtgggtgag
ccacggegag
ctccaaacaa

60

120
130
240
300
360
381

<210> 115
<211> 474
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 115

199



Glu
Glu
Ile
Ser
Lys

65
Leu

Met
145
Met
His
Ser
Ala
Glu

225
Gly

Lys
Met
Ala
Gly
305
Cys
Leu
Ser
Ala
Glu
385
Gln

Leu

Gly

Lys
465

Glu
Ala
Glu
Ser
50

Glu
Ala
Val
Leu
Lys
130
Glu
Leu
Arg
Pro
Leu
210
Vval
His
Glu
Phe
Asp
290
Leu
Ala
Arg
Thr
Glu
370
Leu
Ile
Asp

Gly

Ser
450

Trp

Ala
Met
Asn
35
Asn
Lys
Met
Asn
Cys
115
Ile
Thr
Lys
Lys
Gly
i19%
Ile
vVal
Trp
Leu
Asp
275
Phe
Thr
Met
Thr
Arg
355
Lys
Asn
Lys
Phe
Asp
435
Val

Pro

Gln
Glu
20

Gly
Asp
Gln
Phe
Thr
100
Arg
Hils
Leu
Glu
Ile
180
Ser
Glu

Thr

Gln

Phe
260
His
Gly
Arg
Glu
val
340
Pro
Gln
Ser
Asp
Gln
420
Asp
Glu

Phe

Ala
Arg
Phe
Phe
Ala
Lys
85

Pro
Gly
Lys

Gln

Trp
165
Gly
Cys
Phe
Pro
His
245
Ala
Arg
Val
Val
Gln
325
Glu
Leu
Gly
Ala
405
Leu
Lys

Arg

Trp

ES 2638311 T3

Val
val
Tyr
Ser
Phe
70

Tyr
Thr
Pro
Asn
Arg
150
Glu
Arg
FPhe
Ile
Asn

230
Tyr

Leu
Pro
Leu
Arg
310
Ile
Ser
Lys
Glu
Asp
350
Ile
Pro
Lys

Met

Leu
470

Tyr
Tyr
Tyr
Ser
55

Glu
Asn
Thr
His
Ser
135
Ile
Lys
Asp
Phe
Arg
215
Ile

Ser

Lys
Arg
His'
295
Arg
Glu
Val
Phe
Asn
375
Gly
Gly
Ile
Arg
Ile

455
Ser

Trp
Gly
Asp
40
Arg
Lys
Thr
val
120
Ser
Tyr
FPhe
Gln
Leu
_200
Ser

Phe

Glu

Pro

Ser
280
Arg
Phe
Asp
Fhe
Leu
360
Ser
Ala
Arg
Arg
Pro
444

Ala

Pro

His
Gly
25

Met
Glu
Leu
Phe
Val
105
Arg
Thr
Gly
Gln
Glu
185
Pro

Glu

Asn

Met
265
Trp
Asn
Gln
Glu
Gly
345
Gly
Leu
Phe
Tyr
Phe
425
Val
Ile

Arg

200

Ser
10
Cys
Tyr
Ala
Glu
Lys
20
Tyr
His
Tyr
Ile
Glu
170
Leu
Lys
Tyr
Ser
Met
250
Asn
Arg
Glu
Gln
Ile
330
Phe
Asp
Asn
Tyr
His
410
Asn
Ile

Leu

Gln

Val
75

Cys
Arg
Thr
Trp
Ser
155
Glu
Tyr
Gly

Arg

Arg

Ala
Cys
Glu
Cys
60

Lys
Arg
Cys
Gly
Glu
140
Phe
Ala
Phe
Ala
Lys

220
Leu

235 .

Phe

Cys
Glu
Leu
Asp
315
Lys
Ser
Ile

Glu

Gly

Ser
Pro
Leu
Ser
300
Asp
Gly
Phe
Glu
Phe

380
Pro

395

Gln

Leu

Val

Thr

Cys
Thr
His

Glu
460

His
Tyr
Glu
415

Lys
Lys
Ile
Gly
Lys
125
Gly
Pro
Lys

Phe

Tyr

205

Arg

Trp

Phe

Gly
Pro
285
Gly
Ala
Cys
Lys
val
365
Gly
Lys
Ala
Tyr
Arg

445
Asn

Ile
Gly
30

Gly
Lys
Glu
Leu
Pro
110
Ile
Lys
Asp
Asn
His
190
Ile

Gly

Glu

His
270
Leu
Ala
His
Leu

Leu
350

Trp
Glu
Ile
Thx
Val
430

Ala

Tyr

Met
15

Pro
Gly
Ile
Thr
aAsn
95

Lys
Ala
Pro
Arg
175
Glu
Tyr
Phe

Thr

Vval
255

Cys
Arg
Leu
Ile
Asp
335
Asn
Asp
Lys
Asp
Ile
415
Ser

Ile

Gly

Gly
Pro
val
Ile
Leu
80

Glu
Ile
Ala
Asp
Lys

160
Asp

Asn
Gln
Ser

240
Glu

Leu

Leu

Thr
Phe
320
Phe
Leu
Gln
Trp
Ile
400
Gln
His
Leu

Gly
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15

20

25

30

ES 2638311 T3

<210> 116
<211> 1422
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 116

gaggaagectce
agagtctatg
atgtaccteg
aagaaaatca
ctggcaatgt
ccaactacca
agacacacgg
ggcaaagcag
atgttgaaag
ggcagggacc
ccaaaaggag
agaggattece
ggccactgge
gccocctgaaac
tggecgagaac
ggagcactca
tgtgeccatgg
tatagcgtat
ggagatatcg
ggtgaaaagt
cagattaaag
ttgcecateca

gtgattgttc
aactatgggg

aggcagtgta
gtggatgttt

aagaaggggyg
ttaaagaaaa

ttaagtacaa
cagtctatag
gcaaaattaa
atatggagac
agtgggagaa
aagaactata
cctacattta
aggaggtagt
agcactacag
ccatgaactg
tgectetgeg
caggactcac
agcagattga
ttggattttc
aagtatggga
gggagttaaa
atgcgattgg
gatttaatet
atcgagecat
gcaaatggec

ttggcactct

atgctacggt
tgtgtctage
acaagetttt
caagttcaaa
atgtggeect
ggctttaaaa
tctccagaga
gttccaagag
ttteottteat
taatgcactt
caccccaaac
cgagaacatg
cccaggacac
gctagectgat
cegggtacga
agatgaaata
ttttaaacta
tcaagectgag
ctotggagat
geggtaccac
tacttatgta
cttgggatca
cttttggeryg

agtgctcaca
cogecaatag
aatgatttct
gaaagactgg
tgccggatat
ttgatagatc
atacacaaaa
atttatggca
gaagctaaaa
gaactecagee
attgaattca
atcttcaaca
tteteotttg
tgecttatgt
tttggggtac
agattccaac
aaaggttgtt
aacctttcta
aaacaacttyg
ggagetttet
cagtgtgcaa
agccatgatg
gtggaaagaa
teccecctegee

<210> 117
<211>19

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 117

taatgggtga
daaaatggatt

cttetetgga
aagttaagaa
tgaatgaaaa
tetgcegggg
attectccac
tttcattcece
accgagatca
ctggaagttg
ttaggagcga
gcegactetg
aggtggagaa
ttgatcatcg
ttcataggaa
aggatgatge
tggattttct
ctcgecegga
aaaacagtct
atggcccaaa
ccatccagcect
gtgatgataa
tgattgctat
ag

agccatggaa
ctattatgac
ggctttgtgt
agaaacttta
agtgaatact
tcctcatgtt
gtactgggaa
agatcctaaa
taggaaaatt
attttttetyg
atataggaaa
gatgaccteg
ggagctgttt
gccaaggtce
cgagctgtct
tcacatatte
acgtacggta
aaaattcett
gaatgaattt
gattgacata
ggatttcecag
gaaaaggeea
cctecacagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1422

Glu Phe Glu Asp Ala Phe Pro Ala Asp Phe Ile Ala Glu Gly Ile Asp

1 5 10
Gln Thr Arg

<210> 118

<211> 20

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 118

15

Gly Trp Phe Tyr Thr Leu Leu Val Leu Ala Thr Ala Leu Phe Gly Gln

1 5 10
Pro Pro Phe Lys
20
<210> 119
<211> 15
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 119

201

15
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Asn Val Ile Val Asn Gly Leu Ile Leu Ala Ser Asp Gly Gln Lys

1

<210> 120
<211> 438
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 120

Met
1
Lys
val
Leu
Gin

65

Asn
Leu
Ala
Ile
Glu
145
Val

Thr

val

Met

Ser
Tyr
Arg
Lys
50

Asn
Glu
Ser
Tyr
Leu
130
Ser
Leu
Glu
Arg
Arg
210
Gln

Lys
Gly
Ala
35

Asp
Vval
His
Phe
Arg
115
Thr
Gly
Leu
Leu
Asp
195
_Glu

Ser

Arg
Ala
20

Glu
val
Phe
Thr
Met
100
Leu
Asn
Val
Ser
Met
180
Lys
Glu

val

5

Lys
Asp
Asn
Leu
arg
Val

85
Gln

Trp
Glu
Leu

165
Ty

Asp

Ile

Leu

Leu
70
Arg

Ser

Thr .

Tyr
Asp
150
Cys
Gln
Thr
Ile

Glu

Asn
Len
Arg
Pro
55

His
Glu
Leu
Val
Val
135
Cys
Arg

Asn

Asp
215

Tyr
Arg

Phe
40

Trp
Lys

Ser

Val
120
Arg
Val
Leu
Leu

Ser

200

Lys

Gly

202

Pro
Leu
25

Lys
Tyr
Glu

Pro

‘Gly

105
Pro

Met

‘Met

Met

Lys
185
Ile

Ly‘é .

Arg

10

Asp
10

Tyr
Glu
Asn
Glu
Asn
90

Phe
Arg

Asn

Ala

Ala
i70
Leu
His
Thr

val

Pro
Leu
Glu
Ala
Glu
75

Ile
Phe
Leu
Arg
Leu
155
Pro
Leu
Tyr
Glu

Ile

Val
Ile
Gly
Tyr
60

Val
Thr
Glu
Val
Arg
140
Glu
Tyr
Ile
Leu
Asn

220
Arg

Ser
Aszn
Val
45

Arg
Lys
Asp
Thr
Lys
125
Arg
Thr
Thr
Asp
Met
208
Ala

Asp

Ile
Ser
30

Arg
Phe
Phe
Arg
Glu
110
Phe
Leu
Leu

Bro

Pro

190

Leu
VvVal

Axg

15

Ile
15

Pro
Asp

Phe

Trp
95

Met
Val
Lys
Phe
Phe
175
Ala
Pro
Ser

Lys

Asp
val
Val
Ile
Tyr
80

Val
Ala
Asp
Gly
Ser
160
Leu
Ser
Arg
Arg

Thr
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15

225
Ile Pro

Pro Glu
Glu Leu

Gly Ile
290

Leu Lys

305

Asn Glu

Gly His
Gln Ala
Ala Leu
370
Gly Met
385
Cys Asn
Ser Glu
Val Phe
<210> 121

<211> 23
<212> PRT

Ile
Ala
Asn
275
Arg
Gly
Glu
Glu
Thr
355
Val
Ala
Len

Gly

Ala
435

<213> Mus musculus

<400> 121

Ala Pro Leu

1

Gln Glu Gln

<210> 122
<211> 515
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 122

Lys
Leu
260
val
Leu
Ala
Leu
Leu
340
Gly
Leun
Arg
val
Arg

420
Thr

Tyr
245
Glu
Arg
Arg
Phe
Glu
325
His
Gly
Leu
Glu
Pro
405
Tyr

Ile

ES 2638311 T3

230
Pro

Asp
Lys
Ala
Lys
310
Arg
Glu
Thr
Aszsp
Val
390
Thr

Leu

Lys

Ile
Val
Glu
295
Ala
Phe
Glu
Ala
Val
375
Ile

Asp

Asn

Lys

Thr
280
Pro
Val
Gln
Asp
Gln
360
Thr
Asn

Glu

Asn

Glu
Ser
265
Leu
Asp
Met
Lys
Ile
345
Phe
Pro
Arg
Ile

Vval
425

235
Ile val
250
Leu Glu

Ser Thr
His Met

Met Ala
315

Ser Gly

330

Arg Leu

Glu Ala
Asp Gln

Tle Gln
395

Thr Val

4190

Ile Glu

Val
Lys
Asp
val
300
Ile
Ser
Met:
His
Ser
380
Lys
Tyr

Ser

Ile
Tyr
Lys

285
Leu

Lys

Ile
Tyr
Ser
365
Met
Leu

Tyr

His

His
Ile

270
Asn

Thr
350
Asp
vVal
Arg

Asn

Thr
430

Gln
255
Ile
Lys
Lys
Leu
val
335
Phe
Ala
Asp
Lys
Ala

415
Asp

240
Asp

Glu
Tyr
Arg
Ser
320
Glu
Asp
Gln
Glu
Lys
400
Lys

Pha

Lys Pro Tyr Pro Val Pro Thr Ser Asp Asn Ile Leu Ile

5

Thr Gln Leu Lys

20

203

10

15



Glu
Gln
Phe
Ala
Pro
65

Leu
Glu

Ala

Glu

Phe
Thr
Gly
Ser
50

Val
Ile
Gly
Tyr

Val
130

Glu
Arg
Gln
35

Asp
Ser
Asn
Val
Arg

115
Lys

Asp
Gly
20

Pro
Gly
Tie
Ser
Arg
100
Phe

Phe

Ala
Trp
Pro
Gln
Ile
Pro
85

Asp
Phe

Leu

ES 2638311 T3

Phe
Phe
Phe
Lys
Asp
70

val
Val
Ile

Tyr

Pro
Tyr
Lys
55

Lys
val
Leu
Gln

Asn
135

Ala
Thr
Asn
40

Ser
Tyr
Arg
Lys
Asn

120
Glu

204

Asp
Leu
25

val
Lys
Gly
Ala
Asp
105
val

His

Phe
10

Leu
Ile
Arg
Ala
Glu
90

Val
Phe

Thr

Ile
Val
val
Lys
Asp
75

Asn
Leu
Arg

Vval

Ala
Leu
Asn
Lys
60

Ala
Leu
Leu

Leu

Arg
140

Glu
Ala
Gly
45

Asn
Leu
Arg
Pro
His

125
Glu

Gly
Thr
30

Leu
Tyr
Arg

Phe

Trp
110
Lys

Ser

Ile
15

Ala
Ile
Pro
Leu
Lys
95

Tyr
Glu

Pro

Asp
Leu
Leu
Asp
Tyr
80

Glu
Asn

Glu

Asn



10

Ile
145
Phe
Leu
Arg
Leu
Pro
225
Leu
Tyr
Glu
Ile
val
305
Glu
Thr
Met
Ala
Gly
385
Leén
Ala
Gln
Gln
Val
465
Glu
Pro
Gln
<210> 123

<211> 495
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
Glu
Val
Arg
Glu
210
Tyr
Ile
Leu
Asn
Arg
290
vVal
Lys
Asp
val
Ile
370
Ser
Met
His
Ser
Lys
450
Tyr
Ser
Tyr

Leu

Asp
Thr
Lys
Arg
155
Thr
Thr
Asp
Met
Ala
275
Asp
Ile
Tyr
Lys
Leu
355
Lys
Ile
Tyr
Ser
Met
435
Leu
Tyr
His
Pro

Lys
515

Arg
Glu
Phe
180
Leu
Leu
Pro
Pro
Leu
260
Val
Arg
His
Ile
Agn

340
Gly

val
Thr
Asp
420
val
Arg
Asn

Thr

val
500

Trp
Met
165
val
Lys
Phe
Phe
Ala
245
Pro
Ser
1lys
Gln
Ile
325
Lys
Lys
Leu
Val
Phe
405
Ala
Asp
Lys
Ala
Asp

485
Pro

ES 2638311 T3

Val
150
Ala
Asp
Gly
Ser
Leu
230
Ser
Arg
Arg
Thr
Asp
310
Glu
Tyr
Arg
Ser
Glu
390
Asp
Gln
Glu
Lys
Lys
A70
Fhe

Thr

Leu
Ala
Ile
Glu
Val
215
Thr
Leu
Val
Met
Ile
295
Pro
Glu
Gly
Leu
Asn
375
Gly
Gln
Ala
Gly
Cys
455
Ser

val

Ser

Sex
Tyr
Leu
Ser

200
Leu

Glu

Arg
Gln
280
Pro
Glu
Leu
Ile
Lys
360
Glu
His
Ala
Leu
Met
440
Asn
Glu
Phe

Asp

FPhe

Thr
185
Gly
Leu
Leu
Asp
Glu
265
Ser
Ile
Ala
Asn
Arg
345
Gly
Glu
Glu
Thr
Val
425
Ala
Leu
Gly
Ala

Asn
505

Met

Leu

Gln
155
Tyr

170

Asn
Val
Ser
Met
Lys
250
Glu
val
Lys
Leu
Val
330
Leu
Ala
Leu
Leu
Gly
410
Leu
Axrg
Val
Arg
Thx

490
Ile

Trp
Glu
Leu
Tyr
235
Asp
Leu
Ile
Tyr
Glu
315
Arg
Arg
Phe
Glu
His
395
Gly
Leu
Glu
Pro
Tyr
475
Ile

Leu

Ser
Thr
Tyr
AsSp
Cys
220
Gln
Thr
Ile
Glu
Pro
300
Asp
Lys
Ala
Lys
Arg
380
Glu
Thr
Asp
Val
Thr
460
Leu

Lys

Ile

Leu
val
Val
Cys
205
Arg
Asn
Leu
Asp
Leu
285
Leu
Ile
val
Glu
Ala
365
Phe
Glu
Ala
val
Ile
445
Asp
Asn

Ala

Gln

Leu
Val
Arg
150
val
Leu
Len
Ser
Lys
270
Gly
Lys
Arg
Thr
Pro
350
val
Gln
Asp
Gln
Thr
430
Asn
Glu
Asn

Pro

Glu
510

<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad N-terminal de 6xHis

<400> 123

205

Gly
Pro
175
Met
Met
Met
Lys
Ile
255
Lys
Arg
Glu
Ser
Leu
335
Asp
Met
Lys
Ile
Phe
415
Pro
Arg
Ile
vVal
Leu

495
Gln

Phe
160
Arg
Asn
Ala
Ala
Leu
240
His
Thr
Val
Ile
Leu
320
Ser
His
Meat
Ser
Arg
400
Glu
Asp
Ile
Thr
Ile
480
Lys

Thr
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Mat His His His His His His Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu
1 5 10 . 15
Gly Leu Asp Ser Thr Glu Glu Ala Gln Ala Val Tyr Trp His Ser Ser
20 © 25 , 30
Ala His Ile Met Gly Glu Ala Met Glu Arg Val Tyr Gly Gly Cys Leu

206



5

Cys
Glu
65

Cys

Lys

Cys
Gly
145
Glu
Phe
Ala
Phe
Ala
225
Lys
Leu
Ser
Pro
Leu
305
Ser
Asp
Gly
Phe
Glu
385
Phe
Pro
Cys
Thr
His

465
Glu

<210> 124
<211> 495
<212> PRT

Tyr
50

Glu
Lys
Lys
Ile
Gly
130
Lys
Gly
Pro
Lys
Phe
210
Tyr
Arg
Trp
Phe
Gly
290
Ero
Gly
Ala
Cys
Lys
370
Val
Gly
Lys
Ala
Tyr
450
Arg

Asn

35
Gly

Gly
Lys
Glu
Leu
115
Pro
Ile
Lys
Asp
Asn
125
His
Ile
Gly
Met
Glu
275
His
Leu
Ala
His

Leu
355

Trp
Glua
Ile
Thr
435
Val

Ala

Tyr

Pro
Gly
Ile
Thr
100
Asn
Leu
Lys
Ala
Pro
180
Arg
Glu
Tyr
Phe
Thr
260
Val
Cys
Arg
Leu
Ile
340
Asp
Asn
Asp
Lys
Asp
420
Ile
Ser

Ile

Gly

Pro
Val
Ile
85

Glu
Ile
Ala
Asp
165
Lys
Asp
Leu
Asn
Gln
245

Ser

Glu

Leu
Thr
325
Phe
Phe
Leu

Gin

Trp
405
Ile
Gln
His
Leu

Gly
485

ES 2638311 T3

Ile
Ser
70

Lys
Leu
Lys
Asp
Leu
150
Metb
Metb
His
Ser
Ala
230
Glu
Gly
Lys
Met
Ala
310
Gly
Cys
Leu
Ser
Ala
390
Glu
Gln
Leu
Asp
Gly

470
Ly=s

Glu
5%

Ser
Glu
Ala
Val
Leu
135
Lys
Glu
Leu
Arg
Pro
215
Leu
Val
His
Glu
Phe
295
Asp
Leu
Ala
Arg
Thr
375
Glu
Leu
Ile
Asp
Gly

455
Ser

Trp

40
Asn

Asn
Lys
Met
Asn
120
Cys
Ile

Thr

Lys

Gly
Asp
Gln
Phe
105
Thr
Arg
His
Leu

Glu

"185

Lys
2900
Gly
Ile
val
Trp
Leu
280
Asp
Phe
Thr
Met
Thr
360
Arg
Lys
Asn
Lys
Phe
440
Asp
Val

Pro

207

Ile
Ser
Glu
Thr
Gln
265
Phe
His
Gly
Arg
Glu
345
Val
Pro
Gln
Ser
Asp
425
Gln
Asp
Glu

Phe

Phe
Phe
Ala
90

Lys
Pro
Gly
Lys

Gln
170

Trp
Gly
Cys
Phe
Pro
250
His
Ala
Arg
Val
Val
330
Gln
Tyx
Glu
Leu
Gly
410
Ala
Leu
Lys

Arg

Trp
490

Tyr
Ser
75

Phe
Tyr
Thr
Pro
Asn
155
Arg
Glu
Arg
Phe
Ile
235
Asn
Tyr
Leu
Pro
Leu
315
Ile
Ser
Lys
Glu
395
Asp
Ile
Pro
Lys
Met

475
Leu

Tyr
60

Ser
Glu
Asn
Thr
His
140
Ser
Ile
Lys
Asp
Phe
220
Arg
Ile
Ser
Lys
Arg
300
His
Arg
Glu
Vval
Phe
380
Asn
Gly
Gly
Ile
Arg
460
Ile

Ser

45
Asp

Leu
Arg
Lys
Thx
125
val
Ser
Tyr
Phe
Gln
205
Leu
Ser
Phe
Glu
Pro
285
Ser
Arg
Phe
Asp
Phe
365
Leu

Ser

Ala

Arg
445
Pro
Ala

Pro

Met
Glu
Leu
Phe
110
Val
Arg
Thr
Gly
Gln
190
Glu
Pro
Glu
Asn
Asn

270
Met

Tzp
Asn
Gln
Glu
350
Gly
Gly
Leu
Phe
Tyr
430
Phe
Val

Ile

Arg

Tyr
Ala
Glu
95

Lys
Tyr
His
Tyr
Ile

175
Glu

Lys
Tyr

Ser

- 255

Met
Asn
Arg
Glu
Gln
335
Ile
Phe
Asp
Asn
Tyr
415
Hisg
Asn
Ile

Leu

Gln
495

Leu
Leu
80

val

Cys

Thr

Trp
160
Ser
Glu
Tyr
Gly
Arg
240
Phe
Cys
Giu
Leu
320
Asp
Lys
Ser
Ile
Glu
400
Gly
Gln
Leu
Val

Thr
480
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido de treonil ARNt sintetasa con marcador de afinidad C-terminal de 6xHis

<400> 124

208



Met
Gly
Pro
val
Ile
65

Leu
Glu
Ile
Ala
Asp
145
Lys
Asp
Leu
Asn
Gln
225
Ser
Glu
Leu
Len
Thr

305
Phe

Phe

Leu
Gln
385
Ile
Gln
His
Leu
Gly

465
Asn

Glu
Glu
Ile
Ser
50

Lys
Leu
Lys
Asp
Leu
130
Met
Mat
His
Ser
Ala
210
Glu
Gly
Lys
Met
Ala
290
Gly
Cys
Leu
Ser
Ala
370
Glu
Gln
Leu

Asp

Gly

450

Lys

Pro

Glu
Ala
Glu
Ser
Glu
Ala
Val
Leu
115
Lys
Glu
Leu
Arg
Pro
195
Leu
val
His
Glu
Phe
275
Asp
Leu
Ala
Arg
Thr
355
Glu
Leu
Ile
Asp
Gly

435
Ser

Trp

Leu

Ala
Met
20

Asn
Asn
Lys
Met
Asn
100
Cys
Ile
Thr
Lys
Lys
180
Gly
Ile
val
Trp
Leu
260
Asp
Phe
Thr

Met
Thr
340
Lys
Asn
Lys
Phe
420
ABp
val
Pro

Leu

485

Gln
Glu
Gly
Asp
Gln
Phe
85

Thr
Arg
Hisg
Leu
Glu
165
Ile
Ser
Glu
Thr
Gln
245
Phe
His
Gly
Arg
Glu
325
Val
Pro
Gln
Ser
Asp
405
Gln
Asp
Glu
Phe

Gly
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Ala
Arg
Phe
Phe
Ala
70

Lys
Pro
Gly
Lys

Gln
150

Trp
Gly
Cys
Phe
Pro
230
His

Ala

val
Val
310
Gln
Tyr
Glu
Leu
Gly
330
Ala
Leu
Lys
Arg
Trp

470
Leu

Val
Val
Tyr
Ser
53 .
Phe
Tyr
Thr
Pro
AsSn
135
Arg
Glu
Arg
Phe
Tle
215
Asn
Tyrxr
Leu
Pro
Leu
255
Arg
Ile
Ser
Lys
Glu
375
Asp
Ile
Pro
Lys
Met
455

Leu

Asp

Tyr
Tyr
Tyr
40

Ser
Glu
Asn
Thr
His
120
Ser
Ile
Lys
Asp
Phe
200
Arg
Ile
Ser
Lys
Arg
280
His
Arg
Glu
Val
Phe
360
Asn
Gly
Gly
Ile
Arg
440
Ile

Ser

Ser

Trp
Gly
Asp
Leu
Arg
Lys
Thr
105
Val
Ser
Tyr
Phe
Gln
185
Leu
Ser
Phe
Glu
Pro
265
Ser
Arg
Phe
Asp
Phe
345
Leu
Ser
Ala
Arg
Arg
425
Pro
Ala

Pro

Thr

490

209

His
10

Gly
Met
Glu
Leu
Phe
90

Val

Arg

Thr

Gly
Gln
170
Glu
Pro
Glu
Asn
Asn

250
Met

Trp
Asn
Gln
Glu
330
Gly
Gly
Leu
Phe
Tyr
410
Phe
Val
Ile
Arg

His

Ser
Cys
Tyr
Ala
Glu
15

Lys
Tyr
Hisg
Tyr
ILle
155
Glu
Leu
Lys
Tyr
Ser
235
Met
Asn
Arg
Glu
Gln
315
Ile
Phe
Asp

Asn

Tyr
385

Hisg.

Asn
Ile
Leu
Gln

475
His

Ser
Leu
Leu
Leu
Val
Cys
Arg
Thr

Trp
140
Ser
Glu
Tyr
Gly
Arg
220
Phe
Cys
Glu
Leu
300
Asp
Lys
Ser
Ile
Glu
380
Gly
Gln
Leu
val
Thr
460
Gly

His

Ala
Cys
Glu
Cys
Lys
Arg
Cys
Gly
125
Glu
Phe
Ala
Phe
Ala
205
Lys
Leu
Ser
Pro
Leu
285
Ser
Asp
Gly
Phe
Glu
365
Phe
Pro
Cys
Thr
His

445
Glu

.Lys

His

His
Tyr
30

Glu
Lys
Lys
Ile
Gly
110
Lys
Gly
Pro
Lys
Phe

130
Tyr

Trp
Phe
Gly
270
Pro
Gly
Ala
Cys
Lys
350
Vval
Gly
Lys
Ala
'I‘yi:‘
430
Arg
Asrn

Pro

His

495

Ile
15

Gly
Gly
lys
Glu
Leu
95

Pro
Ile
Lys
Asp
Asn
175
His
Ile
Gly
Met
Glu
255
His
Leu
Ala
His
Leu

335
Leu

Trp

Glu

Ile

Thr
415
val
Ala
Tyr
Ile

His

Met
éro
Gly
Ile
Thr
Asn
Leun
Lys
Ala
Pro
160
Axg
Glu
Tyr
Phe
Thr
240
Val
Cys
Arg
Leu
Ile
320
Asp
Asn
Asp
Lys
Asp
400
Ile
Ser
Ile
Gly

Pro
480
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<210> 125

<211> 1434

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido de treonil ARNt sintetasa optimizado por codones

<400> 125

10

gaggaagcac
cgtgtgtacg
atgtacectgg
aagaagatta
ctggcaatgt
ccaaccacga
cgtcacaceg
ggcaaggcag
atgctgaaag
ggecgtgace
cctaagggtg
cgtggettte
ggtcattgge
gccectgaaac
tggegtgaac
ggtgegetga
tgegetatagg
tatagegttt
ggtgacatcg
ggcgaaaagt
cagatcaaag
ctgecgateca
gttattgtec
aattacggtg

aagcggtata
gtggctgecct
aagagggtgy
traaagagaa
ttaagtacaa
cggtgtatey
gtaaaatcaa
acatggaaac
aatgggagaa
aagaactgta
catacattta
aagaggttgt
aacattatag
caatgaactg
tgecgttgeg
coggtetgac
agcagatcga
ttggtttcag
aagtttggga
gggaactgaa
acgctatcgg
gtttcaatet
atcgtgcgat
gcaaatggece

ctggeacage
gtgctacggt
cgtgtctage
gcaggcctte
caagtttaag
ctgtggtccg
ggcactgaaa
tctgcaacgt
atttcaggaa
cttectteegac
caacgctetyg
tacccegaac
cgagaacatg
ccogggtceac
tttggcggat
cegegtecege
ggacgaaatc
c¢tttaagectg
ccaggecgaa
tagoeggtgat
tcgttatcac
gacctatgtg
tctgggecage
gttetggetg

agcgcgcaca
ccgeegattg
aatgatttct
gagegectgyg
tgtegecattt
ttgatcgact
attcacaaga
atttacggea
gaggcgaaga
gagctgtete
attgagttta
attttcaata
ttttecttttg
tgtctgatgt
tteagegtgt
cgetttecage
aaaggttgct
aacctgagca
aaacaactgg
ggtgecttet
caatgcgecga
agccatgacg
gtegaacgta
tecccgegte

tcatgggtga
agaatggttt
ccagcttgga
aagttaagaa
tgaatgaaaa
tgtgtcgtyyg
acagcagcac
tectegttecc
atcgtgacea
cgggttectyg
ttegcagega
geegtetgtyg
aggtcgagaa
tcgatcaceg
tgoaccgecaa
aggatgacgc
tggatttect
cgegtecgga
agaactcect
acggeccegaa
cgattcagcet
gcgatgacaa
tgattgcaat
aataatgact

ggcgatggag
ctattatgat
ggcgetgtgt
agagactctyg
agtgaacacc
ccctecacgte
ctactgggag
ggatccgaaa
tegcaagatt
cttctteoetyg
gtatcgtaaa
gatgaccagco
agagctgttt
tceogegeage
cgaactgagc
gcatatcttt
gcgcaccegtyg
aaagttccetyg
gaatgaattt
aatcgacatc
ggattttcag
gaaacgtecg
cctgacggag
cgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
300
9640
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1434

<210> 126
<211> 2067
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 126

210



atgtttgagg
ggtgctggty
gatggaggtce
tataatatac
aagccaatta
acaccatatc
aaagtaaata
cttetcaagt
atgggtgaag
aatggattct
teotetggagy
gttaagaaag
aatgaaaagg
tgeeggggte
tectecacgt
tecatteeocag
cgagatcata
ggaagttget
aggagcgaat
cgactetgga
gtggagaagg

gatcatcggc
cataggaacy
gatgatgctc
gattttctac
cgcccggaaa
aacagtctga
ggcccaaaga
atccagctgg
ctgtcececcte
aaggtacgac
tgtacattga
gttggtgaaa
cacggggaac
agcaaacagg

agaaggecag
aagagaagca
gagctgagtt
taaaagcaga
aagtcacttt
aaattgectyg
atgttgtgtg
ttgaggatga
ccatggaaag
attatgacat
ctttgtgtaa
aaactttact
tgaatactee
ctcatgttag
actgggaagy
atcctaaaat
ggaaaattgg
tttttetgee
ataggaaaag
tgaccteoggg
agetgtttge

caaggtcctg
agctgtetgg
acatattetyg
gtacggtata
aattccttgg
atgaatttgg
ttgacataca
atttecagtt
gccaggtaat
aacaattcca
ataaaaagat
aagagaaaat
gecaccattte
cagaagaaga

ES 2638311 T3

cagtccttea
aaaggaagga
gaateccttgg
acatgattee
gectgatggt
tggaattagt
ggacctggac
ggaagctcag
agtectatggt
gtacctegaa
gaaaatcatt
ggcaatgttt
aactaccaca
acacacgggce
caaagcagat
gttgaaagag
cagggaccaa
aaaaggagecc
aggattecag
ccactggcag
cectgaaacee

gcgagaactg
agcactcaca
tgccatggag
tagcgtattt
agatatcgaa
tgaaaagtgg
gattaaagat
geccatcaga
ggtagttcca
cgatgcocaaa
tcgaaatgea
cagtggcact
tgaaactatc
attttaa

gggaagatgg
ggcaaaaaga
cctgaatata
attctggcag
aaacaggttg
caaggcctgg
cgccctetgg
gcagtgtatt
ggatgtttat
gaagggggtg
aaagaaaaac
aagtacaaca
gtctatagat
aaaattaaqgqg
atggagactc
tgggagaagt
gaactatatt
tacatttata
gaggtagtca
cactacageg
atgaactgee

cctctgogge
ggactcaccc
cagattgaag
ggattttctt
gtatgggate
gagttaaact
gogattggge
tttaatctta
gtgggaccaa
ttcatggcag
cagttagcac
gttaatatcc
gagcggctac

211

gaggcgagyga
agaacaaaga
tttacacacyg
aaaaggcaga
atgcggaate
ccgacaacac
aagaagattg
ggcactctag
gctacggtce
tgtctageaa
aagcttttga
agttcaaatg
gtggceocttt
ctttaaaaat
tccagagaat
tccaagagga
tctttecatga
atgcacttat
ccccaaacat

‘agaacatgtt

caggacactyg
tagctgattt
gggtacgaag
atgaaataaa
ttaaactaaa
aagctgagaa
ctggagatgg
ggtaccacca

cttatgtaag-

cctgtgatga
acattgatct
agtataactt
gcacaagaga
agcagctcaa

gaagcdgatt
aggatctgga
tcttgagatg
aaaagatage
ttggaaaact
cgttattget
taccttggag
tgctcacata
gccaatagaa
tgatttetet
aagactggaa
ceggatattg
gatagatcte
acacaaaaat
ttatggeatt
agctaaaaac
actcagecct
tgaattcatt
cttcaacagc
cteetttgag
ccttatgttt

tggggtactt
attccaacag
aggttgtttg
cctttctact
acaacttgaa
agctttetat
gtgtgcaacc
geccttttgg
atatgcccaa
ggatccagge
cattttagtt
caataaqggtc

agagttecege

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600

660
720
780
840
200
860
1020
1080
1140
1200
1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2067
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion terapéutica que comprende un polipéptido de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) de 100 a 450
aminoacidos de longitud y que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 %, un 98 % o un
100 % idéntica a las SEQ ID NO: 12, 14, 50 o 58, en donde el polipéptido tiene una actividad de sefializacion
extracelular y tiene una solubilidad de al menos 5 mg/ml y en donde la composicién tiene una pureza de al menos el
95 % basandose en la proteina y menos de 10 UE de endotoxina/mg de proteina.

2. Un polipéptido de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) aislado, de 100 a 450 aminoacidos de longitud y que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 98 % o un 100 % idéntica a las SEQ ID NO: 12, 14,
50 o 58, en donde el polipéptido tiene una actividad de sefializacion extracelular, opcionalmente, en donde el
polipéptido de AARS esta fusionado a un polipéptido heterologo.

3. Una composicion que comprende un polipéptido de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) aislado de la reivindicacién
2, en donde el polipéptido tiene una solubilidad de al menos 5 mg/ml y en donde la composicion tiene una pureza de
al menos el 95 % basandose en la proteina y menos de aproximadamente 10 UE de endotoxina/mg de proteina,
opcionalmente en donde dicho polipéptido consiste en una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO:
12, 14, 50 o 58 o difiere respecto de una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 12, 14, 50 o 58, por
la sustitucion, la delecion y/o la adicion de 1, 2 0 3 aminoacidos.

4. La composicion de la reivindicacion 3, en donde al menos un resto o un sustrato sélido estan unidos
covalentemente o no covalentemente a dicho polipéptido.

5. Un anticuerpo aislado que muestra especificidad de union por un polipéptido de AARS aislado de la reivindicacion
2, opcionalmente en donde la afinidad del anticuerpo por el polipéptido de AARS es 10X mayor o mas que su
afinidad por un polipéptido de AARS correspondiente de longitud completa.

6. Una composicién terapéutica que comprende un anticuerpo aislado de la reivindicacion 5, en donde el anticuerpo
tiene una afinidad de al menos 1 nM por el polipéptido, opcionalmente en donde el anticuerpo antagoniza una
actividad no candnica del polipéptido de AARS.

7. Un sistema que comprende un polipéptido de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) sustancialmente puro de la
reivindicacion 2 y un elemento seleccionado entre el grupo que consiste en

(i) una poblacién de células modificadas por ingenieria genética en las que al menos una célula comprende un
polinucleétido que codifica dicho polipéptido de AARS, en donde las células son capaces de crecer en un medio
libre de suero,

(ii) una célula que comprende un receptor de la superficie celular o una porcién extracelular del mismo que se
unen al polipéptido y una molécula de menos de 2000 Dalton, o un segundo polipéptido, que modula la unién o la
interaccion del polipéptido de AARS y el receptor extracelular,

(i) una célula que comprende un receptor de la superficie celular o una porcién extracelular del mismo que se
une especificamente a un polipéptido de AARS, en donde la célula comprende una molécula indicadora que
permite la deteccién de un cambio en los niveles o la actividad del receptor de la superficie celular o una porcion
extracelular del mismo y

(iv) una poblacién de células modificadas por ingenieria genética en las que al menos una célula comprende un
polinucleétido que codifica dicho polipéptido de AARS, al menos 10 litros de un medio de crecimiento libre de
suero y un recipiente estéril.

8. Un polinucledétido de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) aislado que comprende

(i) una secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido de AARS de la reivindicacion 2; o
(i) una secuencia de nucledtidos que hibrida especificamente en condiciones de alta rigurosidad con una
secuencia de nucledtidos de la clausula (i).

9. Un método para determinar la presencia o los niveles de un polipéptido de AARS en una muestra, que comprende
poner en contacto la muestra con uno o mas agentes de unién que se unen especificamente a un polipéptido de
AARS de la reivindicacién 2, detectar la presencia o la ausencia del agente de unién y de este modo determinar la
presencia o los niveles del polipéptido de AARS.

10. Un método para determinar la presencia o los niveles de una secuencia de polinucleétido de una variante de
corte y empalme de AARS en una muestra, que comprende poner en contacto la muestra con uno 0 mas
oligonucledtidos que hibridan especificamente con un polinucleétido de AARS de la clausula (i) de la reivindicacién
8, detectar la presencia o la ausencia de los oligonucleétidos en la muestra y de este modo determinar la presencia o
los niveles de la secuencia de polinucleétido de la variante de corte y empalme de AARS.

11. Un método para identificar un compuesto que se une especificamente a un polipéptido de aminoacil-ARNt
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sintetasa (AARS) de la reivindicacion 2, que comprende
a) combinar el polipéptido de AARS con al menos un compuesto de ensayo en condiciones adecuadas y
b) detectar la unién del polipéptido de AARS al compuesto de ensayo, identificando de este modo un compuesto
gue se une especificamente al polipéptido de AARS.

12. Una composicion farmacéutica, que comprende un polipéptido de AARS de la reivindicacion 2, un anticuerpo de
la reivindicacion 5 o un polinucledtido de AARS de la reivindicacion 8 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

13. Un método in vitro para modular una actividad celular de una célula o una proteina, que comprende poner en
contacto la célula o la proteina con un polipéptido de AARS de la reivindicacion 2, un anticuerpo de la reivindicacion
5 o un polinucledtido de AARS de la reivindicacién 8 o una composicion farmacéutica de la reivindicacion 12.

14. Una proteina aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) de longitud completa modificada por ingenieria genética que
comprende un sitio de protedlisis heterélogo para permitir la generacién proteolitica de un polipéptido de AARS de la
reivindicacion 2.

15. Una composicion terapéutica de las reivindicaciones 1 o 6, un polipéptido de AARS de la reivindicacion 2 o un
acido nucleico que codifica el polipéptido de AARS, para su uso en el tratamiento de una enfermedad o de un
trastorno mediados por la desregulacién de la expresion, la actividad o la ubicacién espaciotemporal de una ARNt
sintetasa, opcionalmente en donde la enfermedad se selecciona entre cancer, neuropatia, diabetes y trastornos
inflamatorios.

213



ES 2638311 T3

m._o_ m_mm

VIOl

L
24

mow N_? Rm cwm

€L - H_

448 029¢19

UOPODIUE B UQIUN 3P ClUILOQ]

UQIOB|IOBOUILLE 8p 0lulWo(]

L @
ol |
| e
|
SOl
ap oluiwoq
| |_ | !
128 41t vErl 58 _

uoIdIPa 8p oluIWOQ

P SHL
whSHUL

214



ES 2638311 T3

a1 ol

—— . )
gL e19 >~ ¥LLCS + 946 |
.- )
0D 6 + 601 )
® )
oD | + §2¢ |
€19 <8 69y Itv LLE 09¢ SOL -
[ | I . ap oluiwoQq
£2L - _H_ _ . _
I |
L 0861 128 1 e 58 _

UOpOORUE B UoIUN 3p oluiWwo( uoloB[IoBOUIE 8P olUIWOQ]

uoldipe ap oluled

o SHAL
whSHIIL
ouSHIUL

215



ES 2638311 T3

Ve "Il

olSHYL @
g2l

ol SHUL o
§7L

08¢

ol SHUL ®
£2L

(454

.
v62

lSHUL &
£7L
LISHIL e

°
t149

£TL

m_m_ mwm

[.
L0¢

69y N_a. s 0%

SOL

ap olulwoQ

£7L -

i

441

029 €19

UOpO3IJUE B UQIUN 8P ClUIWO(

UQIOB|I9BOUILIE 8P OIUIWOQ]

YARAR Lyl vl

ugIoIpa ap olulWoQ

K
£8 .

216



ES 2638311 T3

¢ "Il

olSHYL ® .
§L 191
iYL e .
¢lL , >
mu—wm._—._.—. *r— ) .
¢lL 009
£19 GBS 69y 2¢¥ L[ 09¢€ SOl
I 1 | ! 1| ap olulwogd
¢l |H_ —|
| |
R A1A 079¢19 YANARY vl €8

UOpOo2KUE B UQIUN 8p oluIWoQ]

ugiog|IoBOUILLIE 8P OIUILIOQ]

ugIdIpe 8p olulwog

—e
61 |

217



ES 2638311 T3

& D

® &
079 iyl
¢19 GBS 69y &V LLE 09¢ sol
[ I 1 ap olujwog
mNh - ‘ - -
= , I I
L 029 ¢ (YA AR (1 EFL £8

UOPOSIJUE B UQIUN 8P oIUIWOoQ

UDIDE(IDBOUIWIE 8P OIUILIO]

uQIoIpa 3p oluIWoQ

glseL

- —

b

218



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


