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DESCRIPCION

Descubrimiento innovador de composiciones terapéuticas, de diagnéstico y de anticuerpos relacionadas con
fragmentos de proteinas de histidil-ARNt sintetasas

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos N.°
61/363.581 presentada el 12 de julio de 2010, solicitud de patente provisional de Estados Unidos N.° 61/363.585
presentada el 12 de julio de 2010 y solicitud de patente provisional de Estados Unidos N.° 61/363.587 presentada el
12 de julio de 2010.

Campo técnico

La presente invencion se refiere en general a composiciones que comprenden fragmentos de proteinas de nueva
identificacion de aminoacil-ARNt sintetasas y otras proteinas, polinucleétidos que los codifican y complementos de
los mismos, agentes relacionados y métodos de uso de los mismos en diagndstico, descubrimiento de farmacos,
investigacion y aplicaciones terapéuticas.

Antecedentes

Durante mas de cuatro décadas, se ha considerado a las aminoacil-ARNt sintetasas (AARS) proteinas constitutivas
esenciales que catalizan la aminoacilacién de moléculas de ARNt como parte de la decodificacién de la informacion
genética durante el proceso de traducciéon de proteinas. Las AARS se han estudiado exhaustivamente a este
respecto, y muchas de sus secuencias de longitud completa se han clonado para andlisis de secuencias y para
proporcionar una fuente rica de experimentacion bioquimica. Algunos fragmentos de AARS y otras proteinas, sin
embargo, poseen actividades inesperadas no asociadas con la aminoacilacidn, incluyendo actividades de
sefializacion extracelular que modulan rutas mas alla de la traduccién de proteinas. En general, estas actividades
inesperadas no se han observado en el contexto de las secuencias de proteinas de longitud completa o parentales;
en su lugar, se han observado después de la retirada o reseccion de fragmentos proteicos de AARS de sus
secuencias parentales, o expresando y purificando suficientemente secuencias de AARS de fragmentos y después
ensayando con respecto a nuevas actividades no relacionadas con sintetasa.

Aungue las secuencias de longitud completa de AARS se han conocido durante algiin tiempo, no se ha realizado un
analisis experimental sistematico para dilucidar dichos fragmentos de proteinas AARS, o fragmentos proteicos de
proteinas relacionadas o asociadas, o para evaluar el papel potencial de las proteinas de AARS de longitud
completa para nuevas actividades biologicas fuera del contexto de la sintesis de aminoacidos. En partes de la
presente memoria descriptiva, dichos fragmentos proteicos de AARS, dominios de AARS o variantes de corte y
empalme alternativo de AARS se denominan en el presente documento "resectinas". En su contexto mas amplio, el
término "resectina" se refiere a una parte de una proteina que se ha escindido o restringido (bien por medio de
protedlisis, corte y empalme alternativo, mutagénesis o ingenieria genética recombinante) a partir del contexto de su
secuencia de proteinas parental o de longitud completa nativa, que con frecuencia enmascara de otro modo sus
nuevas actividades bioldgicas. De forma similar, no se ha realizado ningun analisis experimental sistematico para
explorar el uso de dichas resectinas como agentes bioterapéuticos, agentes de diagnostico o dianas farmacoldgicas
en el tratamiento de diversas afecciones médicas, o su asociacion potencial con enfermedades humanas. Como
genes constitutivos esenciales con una funcion conocida en los mamiferos que es critica para la vida, las AARS no
se han considerado dianas farmacolégicas en mamiferos, ni se han analizado por secuenciacién gendémica
convencional, bioinformatica o esfuerzos similares para identificar resectinas que tengan actividades no sintetasa.
De forma similar la direccion de los esfuerzos de investigacion bioquimica convencionales se ha alejado de la
caracterizacion de las propiedades biologicas de resectinas AARS y su relevancia terapéutica y de diagnostico
potencial, principalmente debido al papel previamente entendido de sus AARS parentales de longitud completa
correspondientes.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la estructura de dominio de histidil aminoacil ARNt sintetasa superpuesta con las posiciones
relativas y tamafios de los polipéptidos de AARS N-terminales identificados mostrados esquematicamente. La
Figura 1A representa fragmentos identificados a partir de andlisis de espectrometria de masas, la Figura 1B
representa los fragmentos identificados a partir de secuenciacién profunda de transcriptomas, y la Figura 1C
representa fragmentos identificados a partir de analisis bioinformaticos.

La Figura 2 muestra la estructura de dominio de la histidil aminoacil ARNt sintetasa superpuesta con las
posiciones relativas y tamafios de los polipéptidos de AARS C-terminales identificados mostrados
esquematicamente. La Figura 2A representa fragmentos identificados a partir de secuenciaciéon profunda de
transcritomas, y la Figura 2B representa fragmentos identificados a partir de analisis bioinformatico.

La Figura 3 muestra la estructura de dominio de la histidil aminoacil ARNt sintetasa superpuesta con las
posiciones relativas y tamafios de los polipéptidos de AARS internos identificados a partir de analisis
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bioinformatico mostrados esquematicamente.
Breve sumario de la invencién

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

El fragmento o los fragmentos proteicos de AARS de la presente invencion pueden por lo tanto denominarse
"resectinas”, o como alternativa "apendacrinas”. Como se ha indicado anteriormente, el término "resectina" deriva
del proceso de escindir o resecar un fragmento proteico de AARS dado del contexto de su secuencia de AARS
parental de longitud completa, que normalmente enmascara sus actividades no canonicas. En ciertos casos, los
fragmentos proteicos de AARS vy polinucleétidos de la presente invencién se identificaron mediante la aparicion de
este proceso de reseccion, bien de origen natural (por ejemplo, proteolitico, variante de corte y empalme), inducido
artificialmente o predicho. El término "apendacrina” deriva de una combinacién de "afiadir" (del latin-appendere) y
"separar" o "distinguir" (del griego -crines), y también refleja la separacién de uno o mas dominios adjuntos de los
fragmentos proteicos de AARS de sus secuencias de AARS de longitud completa o parentales correspondientes.

Aungque se ha mostrado previamente que algunos fragmentos de AARS tienen actividades no sintetasa, la
expresion, el aislamiento, la purificacion y la caracterizacién de dichos fragmentos para utilidad bioterapéutica, de
descubrimiento o de diagndstico esta limitada y los expertos en la materia no apreciarian facilmente que dichas
actividades se asocien con cada miembro de la familia completa de AARS, o con fragmentos alternativos. Aqui, se
utilizé el enfoque metddico para descubrir y verificar fragmentos proteicos de AARS para las 20 AARS
mitocondriales y las 20 AARS citosoélicas (y proteinas asociadas) para el descubrimiento bioterapéutico y utilidad de
diagnostico. Por ejemplo, algunos de los fragmentos proteicos de AARS presentes y polinucleétidos que los
codifican se identifican de muestras biol6gicas usando espectrometria de masas (EM), principalmente para
identificar fragmentos proteoliticos, y se identificaron otros por técnicas de secuenciacion profunda, principalmente
para identificar variantes de corte y empalme. Otro fragmento u otros fragmentos proteicos de AARS se identifican
usando predicciones por ordenador de secuencias de aminoacidos, tales como comparando computacionalmente
sintetasas de seres humanos y organismos inferiores junto con demarcaciones clave (por ejemplo, sitios de
proteasa); este enfoque utilizd analisis de secuencias de la AARS de longitud completa basandose en criterios
especificos para distinguir fragmentos proteoliticos y dominios funcionales que poseen actividades biolégicas no
canonicas.

Las nuevas resectinas de las AARS son inesperadas, y su expresion diferencial también es inesperada. Se ven
resecciones especificas en diferentes tratamientos (por ejemplo, de células cultivadas en medios con o sin suero),
en diferentes estadios de crecimiento (por ejemplo, cerebro adulto frente a cerebro fetal) y para diferentes tipos
tisulares (por ejemplo, pancreas frente a higado). El patron de expresion no es igual para todas las aminoacil ARNt
sintetasas a pesar del hecho de que las funciones canonicas para todas las aminoacil ARNt sintetasas son
necesarias en las mismas localizaciones celulares y en cantidades relativamente proporcionales. No se esperaria
que los niveles de una actividad aminoacil ARNt sintetasa aumentaran sin un aumento en las cantidades de otras
actividades de aminoacil ARNt sintetasa al mismo tiempo. Los datos de espectrometria de masas y secuenciacion
profunda indican que las resectinas de aminoacil ARNt sintetasa no tienen diversos niveles y aparecen en diferentes
sitios y en diferentes estadios.

Ademas, los fragmentos proteicos de AARS pueden expresarse y purificarse hasta una pureza suficientemente alta
para discernir sus propiedades biolégicas. Previamente, los fragmentos no eran con frecuencia de suficiente pureza,
plegamiento y estabilidad para permitir la caracterizacion biolégica apropiada de actividades no sintetasa. Se usan
ensayos basados en células, por ejemplo, junto con resectinas suficientemente puras, estables, solubles y plegadas
para revelar sus actividades bioterapéuticas, de descubrimiento o de diagnéstico importantes.

En particular, las realizaciones de la presente invencion se refieren a fragmentos proteicos de histidil ARNt
sintetasas, agentes relacionados y composiciones de utilidad bioterapéutica, de descubrimiento o de diagnéstico, y
métodos de uso de los mismos. Las composiciones de la presente invencién son Utiles en diversas aplicaciones de
diagndstico, de descubrimiento de farmacos y terapéuticas, como se describe en el presente documento.
Preferentemente, las proteinas de AARS y fragmentos se purifican y almacenan en condiciones adecuadas en la
medida requerida para dichos usos bioterapéuticos, de descubrimiento o de diagnéstico.
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Ciertas realizaciones incluyen compaosiciones que comprenden un fragmento proteico de aminoacil ARNt sintetasa
(AARS) aislado de al menos aproximadamente 100, 90, 80, 70, 60, 50 o 40 aminoacidos que comprende una
secuencia de aminoacidos como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 y tiene una solubilidad
de al menos aproximadamente 5 mg/ml, y en el que la composicion tiene una pureza de al menos aproximadamente
95 % en proteinas, y menos de aproximadamente 10 UE/mg de proteina endotoxina. En un aspecto, la composicién
es una composicion terapéutica. En realizaciones especificas, la composicion esta sustancialmente sin suero. En
algunas realizaciones el fragmento proteico de AARS comprende una actividad no canénica. En algunas
realizaciones, la actividad biolégica no candnica se selecciona de modulacion de sefializacion extracelular,
modulacion de proliferaciéon celular, modulaciéon de diferenciacion celular, modulacion de la transcripcion génica,
modulacion de la produccion o actividad de citocinas, modulacién de la actividad receptora de citocinas y modulacion
de la inflamacion. En algunas realizaciones, el fragmento proteico de AARS tiene una CEso 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 bioldgica no candnica basada en células.

En ciertas realizaciones, el fragmento proteico de AARS se fusiona con un polipéptido heterélogo. En algunas
realizaciones, la proteina de fusion de AARS conserva sustancialmente una actividad no canonica del fragmento
proteico de AARS. En algunas realizaciones, la proteina de fusién AARS suprime una actividad no canénica del
fragmento proteico de AARS. En algunas realizaciones, el polipéptido heterélogo se une al extremo N terminal del
fragmento proteico de AARS. En algunas realizaciones, el polipéptido heterélogo se une al extremo C terminal del
fragmento proteico de AARS. En un aspecto de cualquiera de estas realizaciones el polipéptido heterélogo se
selecciona del grupo que consiste en marcadores de purificacion, marcadores epitopicos, secuencias de direccion,
péptidos sefial, secuencias de translocacion de membrana y modificadores de PK.

En ciertas realizaciones, la composiciéon comprende un fragmento proteico de AARS a una concentraciéon de al
menos aproximadamente 10 mg/ml. En ciertas realizaciones, la composicién comprende un fragmento proteico de
AARS que es al menos 90 % monodisperso. En ciertas realizaciones la composicion comprende menos de
aproximadamente 3 % de proteinas agregadas de alto peso molecular. En ciertas realizaciones la composicién
muestra menos del 3 % de agregacion cuando se almacena a una concentracién de al menos aproximadamente 10
mg/ml en PBS durante una semana a 4 °C. En ciertas realizaciones la composicion muestra menos de 3 % de
agregacion cuando se almacena a una concentracion de al menos 10 mg/ml en PBS durante una semana a
temperatura ambiente.

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

Ciertas realizaciones incluyen composiciones que comprenden un fragmento proteico de aminoacil ARNt sintetasa
(AARS) aislado de al menos 60 aminoacidos que difieren de una secuencia de aminoacidos expuesta en la Tabla(s)
1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 por sustitucion, delecion 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 el que el fragmento proteico alterado sustancialmente
conserva una actividad no canénica de la proteina ninalterada, o tiene un fenotipo negativo dominante en relacién
con la actividad no candnica, en el que el fragmento proteico tiene una solubilidad de al menos aproximadamente 5
mg/ml, y en el que la composicidn tiene una pureza de al menos aproximadamente 95 % en proteinas y menos de
aproximadamente 10 UE/mg de proteinas de endotoxina. En realizaciones especificas, la composicion esta
sustancialmente sin suero.

Otras realizaciones incluyen composiciones que comprenden un anticuerpo aislado que se une especificamente con
un fragmento proteico de aminoacil ARNt sintetasa (AARS) aislado como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-
6, o Tabla(s) 7-9, en el que la afinidad del anticuerpo por el fragmento proteico de AARS es aproximadamente 10 por
mayor que su afinidad por un polipéptido de AARS de longitud completa correspondiente. Uno de los aspectos
sorprendentes de la presente invencion incluye ciertas resectinas que poseen "nuevas" superficies accesibles a
anticuerpo u otros productos bioldgicos dirigidos, mientras que la AARS de longitud completa "oculta" o cubre estas
superficies con otras secuencias o dominios adyacentes. El proceso de resecado también puede crear mayor
accesibilidad acuosa para revelar actividades biolégicas previamente no identificadas. Algunas realizaciones
incluyen composiciones, que comprenden un anticuerpo aislado que se une especificamente con un fragmento
proteico de aminoacil ARNt sintetasa (PheRsSa) aislado como se expone la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s)
7-9, en el que el anticuerpo tiene una afinidad de al menos aproximadamente 10 nM por el fragmento proteico de
AARS, y una afinidad de al menos aproximadamente 100 nM por un polipéptido de AARS de longitud completa
correspondiente. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une con un epitopo localizado dentro de un punto de
union de corte y empalme Unico de polipéptido de AARS como se expone en cualquiera de la Tabla(s) 1-3, o
Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, o con una secuencia de aminoacidos en direccion C-terminal de este sitio de corte y
empalme. En ciertas realizaciones, el anticuerpo antagoniza la actividad no candnica del fragmento proteico de
AARS. Dichos antagonistas pueden unirse opcionalmente con la AARS de longitud completa o parental
correspondiente.
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Otros aspectos se refieren a sistemas de bioensayo, que comprenden un fragmento proteico de aminoacil ARNt
sintetasa (AARS) sustancialmente puro de al menos 60 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos
como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, y un compafiero de uniéon que se une con el
fragmento proteico de AARS. En un aspecto, el compafiero de union se selecciona del grupo que consiste en una
proteina de receptor de superficie celular, acido nucleico, membrana lipidica, proteina reguladora celular, enzima y
factor de transcripcion. Opcionalmente, dicho receptor puede ser parte de una célula, preferentemente una célula
relevante para la biologia revelada de la resectina.

Ciertas realizaciones incluyen composiciones celulares, que comprenden un fragmento proteico aminoacil ARNt
sintetasa (AARS) aislado de al menos 60 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos como se
expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, y una poblacién modificada técnicamente de células en las
gue al menos una célula comprende un polinucleétido que codifica dicho fragmento proteico de AARS. En un
aspecto, las células pueden crecer en un ambiente sin suero.

También se incluyen sistemas de deteccion, que comprenden un fragmento proteico de aminoacil ARNt sintetasa
(AARS) sustancialmente puro de al menos 50 o 100 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos
como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, una célula que comprende un receptor de
superficie celular o una parte extracelular del mismo que se une con el fragmento proteico, y una molécula de menos
de aproximadamente 2.000 dalton, o un segundo polipéptido, que modula la unién o interaccién entre el fragmento
proteico de AARS y el receptor extracelular.

Realizaciones particulares incluyen sistemas de diagnéstico, que comprenden un fragmento proteico de aminoacil
ARNt sintetasa (AARS) sustancialmente puro de al menos 60 aminoacidos que comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, y una célula que comprende un
receptor de superficie celular o una parte extracelular del mismo que se une con el fragmento proteico de AARS, en
el que el sistema o la célula comprende una molécula indicadora que permite la deteccion de un cambio en los
niveles o actividad del receptor de superficie celular o parte extracelular del mismo.

Ciertas realizaciones incluyen dispositivos de crecimiento celular, que comprenden un fragmento proteico de
aminoacil ARNt sintetasa (AARS) aislado de al menos 60 aminoacidos que comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, una poblacion modificada
técnicamente de células en la que al menos una célula comprende un polinucleétido que codifica dicho fragmento
proteico de AARS, al menos aproximadamente 10 litros de medio celular sin suero y un recipiente estéril. En
realizaciones especificas, las células utilizadas para cualquiera de los métodos o composiciones descritos en este
documento pueden crecer en medios sin suero, opcionalmente con un antibiético y un inductor.

Algunas realizaciones se refieren a agentes antisentido o de interferencia de ARN (ARNi), que comprenden una
secuencia que se dirige contra un punto de unién de corte y empalme Unico de una variante de corte y empalme de
AARS como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9.

También se incluyen composiciones terapéuticas, que comprenden un fragmento proteico de aminoacil ARNt
sintetasa (AARS) aislado de al menos 60 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos como se
expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, en el que el fragmento proteico se une especificamente
con un compafiero de unién y tiene una solubilidad de al menos aproximadamente 5 mg/ml, y en el que la
composicion tiene una pureza de al menos aproximadamente 95 % en proteinas. En algunos aspectos, la
composicion puede tener menos de 10 UE de endotoxina/mg de proteina

También se incluyen composiciones que comprenden un fragmento proteico de aminoacil ARNt sintetasa (AARS)
aislado de al menos 60 aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o0 100 % Idéntico a una
secuencia de aminoacidos expuesta en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, en el que el fragmento
proteico tiene una solubilidad de al menos aproximadamente 5 mg/ml, y en el que la composicién tiene una pureza
de al menos aproximadamente 95 % en proteinas y menos de 10 UE de endotoxina/mg de proteina. En cualquiera
de estas realizaciones, las composiciones pueden comprender un fragmento proteico de AARS que es al menos
aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %,
aproximadamente 90 % o aproximadamente 95 % monodisperso con respecto a su masa molecular aparente. En
otro aspecto de cualquiera de estas realizaciones, las composiciones comprenden menos de aproximadamente 10
% (en proteinas), de proteinas agregadas de alto peso molecular, 0 menos de aproximadamente 5 % de proteinas
agregadas de alto peso molecular, o menos de aproximadamente 4 % de proteinas agregadas de alto peso
molecular, o menos de aproximadamente 3 % de proteinas agregadas de alto peso molecular, 0 menos de 2 % de
proteinas agregadas de alto peso molecular, 0 menos de aproximadamente 1 % de proteinas agregadas de alto
peso molecular.

En otro aspecto de cualquiera de estas realizaciones, las composiciones muestran menos de aproximadamente 10
% de agregacion cuando se almacenan a una concentracion de al menos 10 mg/ml en PBS durante una semana a 4
°C, o menos de aproximadamente 5 % de agregaciéon cuando se almacena a una concentracion de al menos 10
mg/ml en PBS durante una semana a 4 °C, o menos de aproximadamente 3 % de agregacion cuando se almacena a
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una concentracion de al menos 10 mg/ml en PBS durante una semana a 4 °C, o menos de aproximadamente 2 % de
agregacioén cuando se almacena a una concentracion de al menos 10 mg/ml en PBS durante una semana a 4 °C, o
menos de aproximadamente 1 % de agregacion cuando se almacena a una concentracion de al menos 10 mg/ml en
PBS durante una semana a 4 °C.

Ciertas realizaciones incluyen composiciones que comprenden un fragmento proteico de aminoacil ARNt sintetasa
(AARS) sustancialmente puro de al menos 60 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos como se
expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, y al menos un resto unido de forma covalente o no
covalente con el mismo. En algunas realizaciones, el resto es un marcador detectable. En algunas realizaciones, el
resto es un polimero soluble en agua. En algunas realizaciones, el resto es PEG. En un aspecto de cualquiera de
estas realizaciones, el resto se une con el extremo N terminal del fragmento proteico. En un aspecto de cualquiera
de estas realizaciones, el resto se une con el extremo C terminal del fragmento proteico.

Las realizaciones particulares incluyen composiciones, que comprenden un sustrato sélido unido a un fragmento
proteico de aminoacil ARNt sintetasa (AARS) aislado de al menos 60 aminoacidos que comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, o un fragmento biol6gicamente
activo o variante del mismo, en el que el fragmento proteico tiene una solubilidad de al menos aproximadamente 5
mg/ml, y la composicion tiene una pureza de al menos aproximadamente 95 % en proteinas.

También se incluyen composiciones, que comprenden un agente de unién que se une especificamente con un
fragmento proteico de aminoacil ARNt sintetasa (AARS) aislado como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o
Tabla(s) 7-9, en el que el agente de union tiene una afinidad de al menos aproximadamente 1 nM por el fragmento
proteico. En un aspecto, el agente de unién se une con un epitopo localizado dentro de un punto de unién de corte y
empalme unico de polipéptido de AARS como se expone en cualquiera de la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s)
7-9, o con una secuencia de aminoacidos en direccion C-terminal de este sitio de corte y empalme. En algunas
realizaciones, el agente de unién antagoniza una actividad no canonica del polipéptido de AARS.

Ciertas realizaciones incluyen polipéptidos de aminoacil ARNt sintetasa (AARS) aislados, que comprenden una
secuencia de aminoacidos de un fragmento proteico de AARS como se describe en el presente documento, una
secuencia de aminoacidos codificada por un polinucleétido de AARS como se describe en el presente documento, o
una variante o fragmento del mismo. Ciertos polipéptidos de AARS comprenden una secuencia de aminoacidos que
es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o 100 % idéntica a una secuencia de referencia de AARS como se
desvela en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 o Tabla E2. Ciertos polipéptidos de AARS consisten
esencialmente en una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o 100 % idéntica a
una secuencia de referencia de AARS como se desvela en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 o Tabla E2.
En ciertas realizaciones, el polipéptido comprende una actividad biolégica no canénica. En realizaciones especificas,
la actividad biologica no candnica se selecciona de modulacién de la sefializacion celular (por ejemplo, sefializacion
extracelular), modulacién de la proliferaciéon celular, modulacion de la migracion celular, modulaciéon de la
diferenciacion celular, modulacién de la apoptosis o muerte celular, modulacion de la angiogénesis, modulacién de la
unién celular, modulacién del metabolismo celular, modulacién de la captacion celular, modulacién de la
transcripcidn génica, o secrecion, modulacion de la produccién o actividad de citocinas, modulacion de la actividad
receptora de citocinas y modulacién de la inflamacion.

Otros aspectos incluyen anticuerpos y otros agentes de unién que muestran especificidad de union por un
polipéptido de AARS aislado 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 agente de unién por el
polipéptido de AARS es aproximadamente 10 veces mas fuerte que su afinidad por un polipéptido de AARS de
longitud completa correspondiente. En realizaciones especificas, el agente de unién se selecciona de un péptido,
peptidomimético, una adnectina, un aptamero, y una molécula pequefia. En ciertas realizaciones, el anticuerpo o
agente de unién antagoniza una actividad no candnica del polipéptido AARS. En otras realizaciones, el anticuerpo o
agente de unién es agonista de una actividad no candnica del polipéptido de AARS.

Ciertas realizaciones incluyen polinucleétidos de aminoacil ARNt sintetasa (AARS) aislados, que comprenden una
secuencia de nucledtidos de un polinucleétido de AARS como se describe en el presente documento, una secuencia
de nucleétidos que codifica un fragmento proteico de AARS como se describe en el presente documento, o una
variante, un fragmento o un complemento de los mismos. Ciertos polinucleétidos de AARS comprenden una
secuencia de nucleétidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o0 100 % idéntica a un polinucleétido de
referencia de AARS, o un complemento del mismo, como se desvela en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-
9 o Tabla E2. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos tiene codones optimizados para expresion
bacteriana. En un aspecto, la secuencia de nucleétidos es al menos 80 % idéntica a una secuencia polinucleotidica
desvelada en la Tabla E2.

Polinucledtidos de AARS especificos consisten esencialmente en una secuencia de nucleétidos que es al menos 80
%, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o0 100 % idéntica a un polinucledtido de referencia de AARS, o un complemento del
mismo, como se desvela en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 o Tabla E2. Otros polinucleétidos de
AARS comprenden o consisten esencialmente en una secuencia de nucleétidos que hibrida especificamente con un
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polinucleétido de referencia de AARS, como se desvela en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 o Tabla E2.
En ciertas realizaciones, el polinucleétido se selecciona de un cebador, una sonda y un oligonucle6tido antisentido.
En las realizaciones especificas, el cebador, la sonda o el oligonucleétido antisentido se dirige a un punto de union
de corte y empalme especifico o Unico y/o la secuencia 3' de este sitio de corte y empalme dentro de un
polinucleétido de AARS.

Ciertas realizaciones incluyen métodos para determinar la presencia o los niveles de un fragmento proteico de AARS
en una muestra, que comprenden poner en contacto la muestra con uno o mas agentes de uniéon que se unen
especificamente con un fragmento proteico de AARS como se describe en el presente documento, detectar la
presencia o ausencia del agente de unién y determinar de este modo la presencia o los niveles del fragmento
proteico de AARS. Otras realizaciones incluyen métodos para determinar la presencia o los niveles de un fragmento
proteico de AARS en una muestra, que comprenden analizar la muestra con un detector que es capaz de identificar
especificamente un fragmento proteico como se describe en el presente documento, y determinar de este modo la
presencia o los niveles del fragmento proteico de AARS. En realizaciones especificas, el detector es un
espectrometro de masas (EM), un citometro de flujo, un dispositivo de captura de imagenes de proteinas, ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA) o una micromatriz de proteinas. Ciertas realizaciones comprenden
comparar la presencia o los niveles del fragmento proteico de AARS con una muestra de control o un valor
predeterminado. Ciertas realizaciones comprenden caracterizar el estado de la muestra para distinguirla del control.
En realizaciones especificas, la muestra y el control comprenden una célula o un tejido, y el método comprende
distinguir entre células o tejidos de diferentes especies, células de diferentes tejidos u érganos, células en diferentes
estados del 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 tension o lesion.

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

Ciertas realizaciones incluyen métodos para determinar la presencia o los niveles de una secuencia polinucleotidica
de una variante de corte y empalme de AARS en una muestra, que comprende poner en contacto la muestra con
uno o mas oligonucleétidos que hibridan especificamente con un polinucleétido de AARS como se describe en el
presente documento, detectar la presencia o ausencia de los oligonucleétidos en la muestra y determinar de este
modo la presencia o los niveles de la secuencia polinucleotidica de la variante de corte y empalme de AARS. Otras
realizaciones incluyen métodos para determinar la presencia o los niveles de una secuencia polinucleotidica de una
variante de corte y empalme de AARS en una muestra, que comprenden poner en contacto la muestra con al menos
dos oligonuclettidos que amplifican especificamente un polinucleétido de AARS como se describe en el presente
documento, realizar una reaccién de amplificacion, detectar la presencia o ausencia de un producto amplificado, y
determinar de este modo la presencia o los niveles de la secuencia polinucleotidica de la variante de corte y
empalme de AARS. En realizaciones especificas, el oligonucledtido o los oligonucleétidos se hibridan
especificamente con o amplifican especificamente un punto de unién de corte y empalme que es Unico de la variante
de corte y empalme de AARS. Ciertas realizaciones incluyen comparar la presencia o los niveles del fragmento de
proteina de AARS o variante de corte y empalme con una muestra de control o un valor predeterminado. Ciertas
realizaciones incluyen caracterizar el estado de la muestra para distinguirlo del control. En realizaciones especificas,
la muestra y el control comprenden una célula o un tejido, y el método comprende distinguir entre células o tejidos
de diferentes especies, células de diferentes tejidos u érganos, células en diferentes estados del desarrollo celular,
células en diferentes estados de diferenciacién 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 unién como se
describe en el presente documento, o un compuesto identificado por el método anterior o descrito en el presente
documento, y un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Ciertas realizaciones incluyen métodos para modular una actividad celular de una célula, que comprenden poner en
contacto la célula con un polinucledtido de 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, 0 una composicién farmacéutica descrita en el presente
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documento. En realizaciones especificas, la actividad celular se selecciona de proliferacién celular, migracién
celular, diferenciaciéon celular, apoptosis o muerte celular, sefializacion celular, angiogénesis, unién celular,
captacion celular, secrecién celular, metabolismo, produccion o actividad de citocinas, actividad receptora de
citocinas, transcripcién génica e inflamacion. En un aspecto, la célula se selecciona del grupo que consiste en
preadipocitos, médula 6sea, neutrdéfilos, células sanguineas, hepatocitos, astrocitos, células madre mesenquimales y
células del musculo esquelético.

En ciertas realizaciones, la célula esta en un sujeto. Ciertas realizaciones comprenden tratar el sujeto, en el que 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, enfermedad
neuronal/neurolégica, una enfermedad muscular/cardiovascular, una enfermedad asociada con hematopoyesis
aberrante, una enfermedad asociada con angiogénesis aberrante o una enfermedad asociada con supervivencia
celular aberrante.

También se incluyen procesos para fabricar un compuesto farmacéutico, que comprenden: a) realizar una
exploracion in vitro de uno o mas compuestos candidatos en presencia de un fragmento proteico de AARS de al
menos 60 aminoacidos que comprende una secuencia de aminoacidos 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 con el fragmento proteico de
AARS; b) realizar un ensayo basado en células o bioquimico o de receptores con el compuesto identificado en la
etapa a), para identificar un compuesto que modula una o mas actividades no candnicas del fragmento proteico de
AARS; c) opcionalmente evaluar la relaciéon de estructura-actividad (SAR) del compuesto identificado en la etapa b),
para correlacionar su estructura con la modulaciéon de la actividad no candnica, y opcionalmente derivatizar el
compuesto para alterar su capacidad para modular la actividad no canénica; y d) producir suficientes cantidades 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) realizar una
exploracién in vitro de uno o mas compuestos candidatos en presencia de un receptor de superficie celular o una
parte extracelular del mismo que se une especificamente con un fragmento proteico de AARS de la Tabla(s) 1-3, o
Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9, para identificar un compuesto que se une especificamente con el receptor de superficie
celular o parte extracelular del mismo; b) realizar un ensayo basado en células o bioquimico o de receptores con el
compuesto identificado de la etapa a), para identificar un compuesto que modula una o mas actividades no
canonicas del fragmento proteico de AARS; c) evaluar opcionalmente la relacion de estructura-actividad (SAR) del
compuesto identificado en la etapa b), para correlacionar su estructura con la modulaciéon de la actividad no
canonica, y opcionalmente derivatizar el compuesto para alterar su capacidad para modular la actividad no canénica;
y d) producir suficientes cantidades 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 composicion celular, que comprende una poblacién modificada técnicamente de
células en las que al menos una célula comprende un polinucleétido que codifica una proteina de aminoacil ARNt
sintetasa (AARS) de longitud completa heterdloga, en la que las células son capaces de crecer en un medio sin
suero. En un aspecto, la proteina de aminoacil ARNt sintetasa (AARS) de longitud completa comprende una
purificacién heteréloga o un marcador epitépico para facilitar la purificacion de un fragmento proteico de AARS. En
otro aspecto, la proteina de aminoacil ARNt sintetasa (AARS) de longitud completa comprende un sitio de protedlisis
heterdlogo para permitir la produccion del fragmento proteico de AARS tras su escision.

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

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

Algunas realizaciones incluyen una proteina de aminoacil ARNt sintetasa (AARS) de longitud completa modificada
técnicamente que comprende un sitio de protedlisis heter6logo para permitir la generacion proteolitica de un
fragmento proteico de AARS como se expone en cualquiera de la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 o Tabla
E2.

Algunas realizaciones incluyen una composicion, que comprende una proteina de aminoacil ARNt sintetasa de
longitud completa aislada, en la que la composicion tiene una pureza de al menos aproximadamente 95 % en
proteinas, menos de aproximadamente 10 UE de endotoxina/mg de proteina, y estd sustancialmente sin suero. En
un aspecto, la proteina de aminoacil ARNt sintetasa de longitud completa esta presente a una concentracion de al

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2653 718 T3

menos 10 mg/ml y esta al menos 90 % monodispersa.

Una realizacion adicional incluye un método para tratar una enfermedad o un trastorno mediado por la desregulacion
de la expresion, actividad o localizacion espaciotemporal de una ARNt sintetasa mediante la administracion de un
fragmento proteico de AARS, o un acido nucleico que codifica el fragmento proteico de AARS, como se expone en
cualquiera de la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 o Tabla E2. En un aspecto de esta realizacion, la
enfermedad se selecciona de cancer, neuropatia, diabetes y trastornos inflamatorios. La invencién se define en las
reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencion
TABLA DE CONTENIDOS
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XIV. EJEMPLOS 156

. VISION DE CONJUNTO

La presente invencion se dirige, al menos en parte, al descubrimiento de nuevos polipéptidos de AARS, y métodos
para su preparacion y uso, que representan la transformacion de proteinas de tipo silvestre nativas en nuevas
formas que muestran caracteristicas notablemente diferentes en comparacion con los genes de aminoacil ARNt
sintetasa de longitud completa de origen natural. Dichos polipéptidos de AARS se identificaron basandose en
secuencia extensiva y analisis de espectro de masas de histidil ARNt sintetasa expresada en diferentes tejidos,
seguido de la produccion sistematica y el ensayo de cada polipéptido de AARS potencial para identificar secuencias
proteicas que representan dominios proteicos estables y solubles que muestran nuevas actividades biologicas, y
caracteristicas farmacoldgicas terapéuticas favorables.

Basandose en este analisis, se han identificado varias familias nuevas de polipéptidos de AARS derivados de histidil
ARNt sintetasa.

En un aspecto, dichos polipéptidos de AARS derivados de histidii ARN sintetasa comprenden secuencias
polipeptidicas que comprenden aproximadamente los aminoacidos 1-141, 1-408, 1-113, 1-244+26 aa, 191-333, 405-
509, (1-60 + 175-509), (1-100 + 211-509), (1-60 + 101-509), (1-100 + 175-509), (1-60 + 399-509), (1-100 + 399-509)
0 los aminoacidos 369-509 de histidil ARN sintetasa. Estas nuevas familias de polipéptidos de AARS representan
nuevos productos proteicos previamente desconocidos que muestran entre otros i) nueva actividad bioldgica, ii)
caracteristicas de estabilidad y agregacion de proteinas favorables, vy iii) la capacidad de expresarse y producirse a
alto nivel en sistemas de expresién procariotas, que son caracteristicas materialmente diferentes no halladas en la
proteina de tipo silvestre intacta.

Il. DEFINICIONES

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por los expertos habituales en la materia a la que
pertenece la invencion. Aunque puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en el
presente documento en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen métodos y materiales preferidos.
Para los fines de la presente invencion, los siguientes términos se definen posteriormente.

Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o mas de uno (es decir, a al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. Como ejemplo, “un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento.
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Por “aproximadamente” se entiende una cantidad, un nivel, un valor, un nimero, una frecuencia, un porcentaje, una
dimensién, un tamafio, una cantidad, un peso o una longitud que varia en hasta 30, 25, 20, 25, 10,9, 8, 7, 6, 5, 4, 3,
2 0 1 % con respecto a una cantidad, un nivel, un valor, un nimero, una frecuencia, un porcentaje, una dimensién,
un tamafio, una cantidad, un peso o una longitud de referencia.

Un “agonista” se refiere a una molécula que intensifica o imita una actividad, por ejemplo, una actividad biolégica no
canonica de una AARS u otra proteina. Los agonistas pueden incluir proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos,
moléculas pequefias o cualquier otro compuesto o composicién que module la actividad de una AARS bien
interaccionando directamente con la AARS o con su compafiero de unién, o bien actuando sobre componentes de la
ruta biolégica en la que participa la AARS. Se incluyen agonistas parciales y completos.

Como se usa en el presente documento, se entiende que el término “aminoacido” significa aminoacidos tanto de
origen natural como de origen no natural asi como 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 conocen los expertos en la materia. Los analogos de aminodacidos incluyen formas
modificadas de aminoacidos de origen natural y no natural. Dichas modificaciones pueden incluir, por ejemplo,
sustitucion o reemplazo de grupos quimicos y restos en el aminoacido o por derivatizacién del aminoacido. Los
miméticos de aminoacidos incluyen, por ejemplo, estructuras organicas que muestran propiedades funcionalmente
similares tales como carga y separacion de cargas caracteristicas del aminoacido de referencia. Por ejemplo, una
estructura organica que imita a arginina (Arg o R) tendria un resto de carga positiva localizado en espacio molecular
similar y que tiene 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 la separacion y las
interacciones de carga 6ptimas del aminoacido o de los grupos funcionales de aminoacidos. Los expertos en la
materia saben o pueden determinar qué estructuras constituyen analogos de aminoacidos y miméticos de
aminoacidos funcionalmente equivalentes.

En ciertos aspectos, el uso de aminoacidos no naturales puede utilizarse para modificar (por ejemplo, aumentar) una
actividad no canénica seleccionada de un fragmento proteico de AARS, o para alterar la semivida in vivo o in vitro de
la proteina. También pueden utilizarse aminoacidos no naturales para facilitar las modificaciones quimicas
(selectivas) (por ejemplo, pegilacion) de una proteina AARS. Por ejemplo, ciertos aminoacidos no naturales permiten
la union selectiva de polimeros tales como PEG con una proteina dada, y mejoran de este modo sus propiedades
farmacocinéticas.

Pueden encontrarse ejemplos especificos de analogos y miméticos de aminoacidos descritos en, por ejemplo,
Roberts y Vellaccio, The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Eds. Gross y Meinhofer, Vol. 5, pag. 341, Academic
Press, Inc., Nueva York, N. Y. (1983). Otros ejemplos incluyen aminoacidos peralquilados, particularmente
aminoacidos permetilados. Véase, por ejemplo, Combinatorial Chemistry, Eds. Wilson y Czarnik, Ch. 11, pag. 235,
John Wiley & Sons Inc., Nueva York, N. Y. (1997). Otros ejemplos mas incluyen aminoacidos cuya parte 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, benzodiazepina o carbociclo. Véase, por ejemplo, Burger's Medicinal Chemistry and Drug
Discovery, Ed. Manfred E. Wolff, C. 15, pags. 619-620, John Wiley & Sons Inc., Nueva York, N. Y. (1995). Se
conocen bien en la técnica métodos para sintetizar péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos y proteinas (véanse, por
ejemplo, Patente de Estados Unidos n.° 5.420.109, M. Bodanzsky, Principles of Peptide Synthesis (12 ed. & 22 rev.
ed.), Springer-Verlag, Nueva York, N. Y. (1984 y 1993), véase Capitulo 7; Stewart y Young, Solid Phase Peptide
Synthesis, (22 ed.), Pierce Chemical Co., Rockford, Ill. (1984)). En consecuencia, los polipéptidos de AARS de la
presente invencion pueden estar compuestos de aminoacidos de origen natural y de origen no natural asi como
analogos y miméticos de aminoacidos.

El término “antagonista” se refiere a una molécula que reduce o atenia una actividad, por ejemplo, una actividad
bioldgica no canédnica de una AARS, u otra proteina. Los antagonistas pueden incluir proteinas tales como
anticuerpos, acidos nucleicos, carbohidratos, moléculas pequefias o cualquier otro compuesto o composicion que
module la actividad de una AARS o su compafiero de union, bien interaccionando directamente con la AARS o su
compafiero de unién o bien actuando en componentes de la ruta biol6gica en la que participa la AARS. Se incluyen
antagonistas parciales y completos.

La expresion “aminoacil ARNt sintetasa” (AARS) se refiere en general a enzimas que en su forma natural o de tipo
silvestre son capaces de catalizar la esterificacién de un aminoacido especifico o su precursor a uno de todos sus
ARNLt afines compatibles para formar un aminoacil-ARNt. En esta actividad “candnica”, las aminoacil ARNt sintetasas
catalizan una reaccion de dos etapas: en primer lugar, activan su aminoéacido respectivo formando un aminoacil-
adenilato, en el que el carboxilo del aminoacido se une con el fosfato alfa de ATP desplazando pirofosfato, y
después, cuando se une el ARNt correcto, el grupo aminoacilo del aminoacil-adenilato se transfiere al OH 2’ 0 3’
terminal del ARNt.
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Las aminoacil ARNt sintetasas de clase | normalmente tienen dos motivos de secuencia altamente conservados.
Estas enzimas aminoacilan en el 2'-OH de un nuclettido de adenosina, y son habitualmente monoméricos o
diméricos. Las aminoacil ARNt sintetasas de clase Il normalmente tienen tres motivos de secuencia altamente
conservados. Estas enzimas aminoacilan en el 3'-OH de la misma adenosina, y son habitualmente diméricas o
tetraméricas. Los sitios activos de enzimas de clase Il se componen principalmente de una lamina 3 antiparalela de
siete cadenas flanqueada por hélices a. 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), un aspartil ARNt sintetasa
(AspRS), una cisteinil ARNt sintetasa (CysRS), una glutamil ARNt sintetasa (GIuRS), un prolil ARNt sintetasa
(ProRS), una arginil ARNt sintetasa (ArgRS), un isoleucil ARNt sintetasa (lleRS), un leucil ARNt sintetasa (LeuRS),
una lisil ARNt sintetasa (LysRS), una treonil ARNt sintetasa (ThrRS), un metionil ARNt sintetasa (MetRS) o 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 contribuya al codigo para el
producto polipeptidico de un gen. Por el contrario, la expresion “secuencia no codificante” se refiere a cualquier
secuencia de acido nucleico que no contribuya al cédigo para el producto polipeptidico de un gen.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, a no ser que el contexto requiera otra cosa, se entendera que las
palabras “comprender”, “comprende” y “comprendiendo” implican la inclusién de una etapa o elemento o grupo de
etapas 0 elementos indicados pero no la exclusiéon de cualquier otra etapa o0 elemento o grupo de etapas o

elementos.

Por “que consiste en” se entiende incluyendo, y limitado a, lo que esté a continuacion de la frase “que consiste en”.
Por lo tanto, la frase “que consiste en” indica que los elementos enumerados se requieren o son obligatorios, y que
no pueden estar presentes otros elementos. Por “que consiste esencialmente en” se entiende que incluye cualquier
elemento enumerado después de la frase, y limitado a otros elementos que no interfieren con o contribuyen a la
actividad o acciéon especificada en la divulgacion para los elementos enumerados. Por lo tanto, la frase “que
consistente esencialmente en” indica que los elementos enumerados se requieren o son 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 enumerados.

La indicacién “sin endotoxinas” o “sustancialmente sin endotoxinas” se refiere en general a composiciones,
disolventes y/o vasos que contienen como maximo cantidades traza (por ejemplo, cantidades que no tienen efectos
fisiolégicos clinicamente adversos para un sujeto) de endotoxina, y preferentemente cantidades indetectables de
endotoxina. Las endotoxinas son toxinas asociadas con ciertas bacterias, normalmente bacterias gram negativas,
aunque pueden encontrarse endotoxinas en bacterias gram positivas, tales como Listeria monocytogenes. Las
endotoxinas mas prevalentes son lipopolisacaridos (LPS) o lipo-oligosacaridos (LOS) hallados en la membrana
externa de diversas bacterias gram negativas, y que representan un elemento patégeno central en la capacidad de
estas bacterias para provocar enfermedad. Cantidades pequefias de endotoxina en seres humanos pueden producir
fiebre, una reduccion de la tension arterial, y activacion de inflamacién y coagulacién, entre otros efectos fisioldégicos
adversos.

Por lo tanto, en la produccién farmacéutica de polipéptidos de AARS, es con frecuencia deseable retirar la mayoria
de o todas las trazas de endotoxina de productos farmacolégicos y/o recipientes farmacoldgicos, porque incluso
cantidades pequefias pueden provocar efectos adversos en seres humanos. Puede usarse un horno de
despirogenizacion para este fin, ya que se requieren normalmente temperaturas de mas de 300 °C para degradar la
mayoria de endotoxinas. Por ejemplo, basandose en el material de envasado primario tal como jeringas o viales, la
combinacién de una temperatura de vidrio de 250 °C y un tiempo de mantenimiento de 30 minutos es con frecuencia
suficiente para conseguir una reduccién 3 log de los niveles de endotoxina. Se contemplan otros métodos para
retirar endotoxinas, incluyendo, por ejemplo, métodos de cromatografia y filtracién, como se describe en el presente
documento y se conoce en la técnica. También se incluyen métodos para producir polipéptidos de AARS en y
aislarlos de células eucariotas tales como células de mamifero para reducir, si no eliminar, el riesgo de que estén
presentes endotoxinas en una composicion de la invencién. Se prefieren métodos para producir polipéptidos de
AARS eny aislarlos de células sin suero. Dichas composiciones que comprenden polipéptidos de AARS representan
nuevas formulaciones que muestran caracteristicas bioldgicas y terapéuticas nuevas y novedosas no halladas en
composiciones polipeptidicas de AARS contaminadas con suero 0 endotoxina que tienen el potencial de unirse cony
alterar las propiedades biol6égicas novedosas de los polipéptidos de AARS.

Pueden detectarse endotoxinas usando técnicas rutinarias conocidas en este campo. 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 endotoxina, y los reactivos, kits e instrumentacion para la deteccion de endotoxinas
basandose en este ensayo estan disponibles en el mercado, por ejemplo del Grupo Lonza. En este ensayo, niveles
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muy bajos de LPS pueden provocar coagulacion detectable del lisado de Limulus debido a una potente cascada
enzimatica que amplifica esta reaccién. Las endotoxinas también pueden cuantificarse por ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Para ser sustancialmente sin endotoxinas, los niveles de endotoxinas
pueden ser menos de aproximadamente 0,001, 0,005, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,08, 0,09, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5,
2,25,3,4,5 6,7,8,9 010 UE/mg de proteina. normalmente, 1 ng de lipopolisacarido (LPS) corresponde a
aproximadamente 1-10 UE.

En ciertas realizaciones, la “pureza” de cualquier agente dado (por ejemplo, fragmento proteico de AARS) en una
composicion puede definirse especificamente. Por ejemplo, ciertas composiciones pueden comprender un agente
que es al menos 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100 % puro, incluyendo todos los decimales entre
medias, como se mide, por ejemplo, y en ningiin modo limitante, mediante cromatografia liquida de alta presion
(HPLC), una forma bien conocida de cromatografia en columna usada frecuentemente en bioquimica y quimica
analitica para separar, identificar y cuantificar compuestos.

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

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

“Homologia” se refiere al porcentaje del nimero de aminoacidos que son idénticos o constituyen substituciones
conservativas. La homologia puede determinarse usando programas de comparaciéon de secuencias tales como
GAP (Deveraux et al., 1984, Nucleic Acids Research 12, 387-395). De esta manera podrian compararse secuencias
de una longitud similar o sustancialmente diferente a las citadas en el presente documento por insercién de huecos
en el alineamiento, determinandose dichos huecos, por ejemplo, por el algoritmo de comparacién usado por GAP.

La expresion “célula hospedadora” incluye una célula individual o un cultivo celular que puede ser o ha sido un
receptor de cualquier vector o vectores recombinantes, polinucleétido aislado o polipéptido de la invencion. Las
células hospedadoras incluyen descendencia de una Unica célula hospedadora, y la descendencia puede no ser
necesariamente completamente idéntica (en morfologia o en complemento de ADN total) a la célula parental original
debido a mutacién y/o cambio natural, accidental o deliberado. Una célula 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 comprende un vector recombinante de la invencién es una célula hospedadora recombinante.

Por “aislado” se entiende material que estd sustancialmente o esencialmente libore de componentes que
normalmente lo acompafian en su estado nativo. Por ejemplo, un “polinucleétido aislado”, como se usa en el
presente documento, incluye un polinucleétido que se ha purificado a partir de las 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
estan adyacentes al fragmento. Como alternativa, un “péptido aislado” o un “polipéptido aislado” y similares, como se
usa en el presente documento, incluye el aislamiento y/o la purificacion in vitro de una molécula peptidica o
polipeptidica de su ambiente celular natural, y de asociaciéon con otros componentes de la célula; es decir, no se
asocia significativamente con sustancias in vivo.

El término “ARNmM” o denominado en ocasiones “transcritos de ARNm” como se usa en el presente documento,
incluye, pero sin limitacion, transcrito o transcritos de preARNm, intermedios de procesamiento de transcritos, ARNm
maduros listos para traduccién y transcritos del gen o los genes, o acidos nucleicos derivados del transcrito o los
transcritos de ARNm. El procesamiento de transcritos puede incluir corte y empalme, edicién y degradacion. 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 el transcrito de ARNm o una subsecuencia del mismo ha actuado en Ultima instancia
como un molde. Un ADNc inverso transcrito a partir de un ARNm, un ARN transcrito a partir de ese ADNc, un ADN
amplificado del ADNc, un ARN transcrito del ADN amplificado, etc., derivan todos del transcrito de ARNm vy la
deteccion 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 limitacion, transcritos de ARNm del gen o
los genes, ADNc inverso transcrito del ARNm, ARNc transcrito del ADNc, ADN amplificado de los genes, ARN
transcrito de ADN amplificado y similares.

La actividad “no candnica” como se usa en el presente documento, se refiere en general a i) una nueva actividad
poseida por un polipéptido de AARS de la invencién que no posee en ningun grado significativo la proteina parental
de longitud completa nativa intacta, o ii) una actividad que poseia la proteina parental de longitud completa nativa
intacta, en la que el polipéptido de AARS muestra una actividad especifica significativamente mayor (es decir al
menos 20 % mayor) en comparacion con la proteina parental de longitud completa nativa intacta o 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 canénicas incluyen sefializacion extracelular, uniéon a ARN, unién a aminoacidos, modulacién de la
proliferacién celular, modulacion de la migraciéon celular, modulacion de la diferenciacion celular (por ejemplo,
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hematopoyesis, neurogénesis, miogénesis, osteogénesis y adipogénesis), modulacién de la transcripcion génica,
modulacion de la apoptosis u otras formas de muerte celular, modulaciéon de la sefalizacion celular, modulacion de
la captacion celular o secrecion, modulacién de la angiogénesis, modulacion de la uniéon celular, modulacion del
metabolismo celular, modulacion de la produccién o actividad de citocinas, modulacién de la actividad receptora de
citocinas, modulacion de la inflamacion y similares.

La expresidn “concentracion eficaz semiméxima” o “CEso” se refiere a la concentracion de un fragmento proteico de
AARS, anticuerpo u otro agente descrito en el presente documento a la que induce una respuesta a medio camino
entre la linea basal y el maximo después de algun tiempo de exposicion especificado; la CEso de una curva de
respuesta a dosis graduada representa por lo tanto la concentracion de un compuesto a la que se observa 50 % de
su efecto maximo. En ciertas realizaciones, la CEso de un agente proporcionado en el presente documento se indica
en relaciéon con una actividad “no candnica”’, como se ha indicado anteriormente. CEso también representa la
concentracion en plasma requerida para obtener el 50 % de un efecto maximo in vivo. De forma similar, la “CEgo” se
refiere a la concentraciéon de un agente o composicion a la que se observa el 90 % de su efecto maximo. La “CEso”
puede calcularse a partir de la “CEso” y la pendiente de Hill, o puede determinarse a partir de los datos directamente,
usando conocimiento rutinario en la técnica. En algunas realizaciones, la CEso de un fragmento proteico de 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 CEspo de aproximadamente 1 nM 0 menos.

El término “modular” incluye “aumentar” o “estimular”, asi como “reducir” o “disminuir’, normalmente en una cantidad
estadisticamente significativa o una fisiol6gicamente significativa en comparacion con un control. En consecuencia
un “modulador” puede ser un agonista, un antagonista, o cualquier mezcla de los mismos dependiendo de las
condiciones usadas. Una cantidad “aumentada” o “potenciada” es normalmente una cantidad “estadisticamente
significativa”, y puede incluir un aumento que es 1,1, 1,2, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30 o mas veces (por
ejemplo, 500, 1000 veces) (incluyendo todos los niimeros enteros y puntos decimales entre medias y por encima de
1, por ejemplo, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, etc.) la cantidad producida por ausencia de composicién (la ausencia de un agente
0 compuesto) o una composicién de control. Una cantidad “disminuida” o reducida es normalmente una cantidad
“estadisticamente significativa”, y puede incluir una disminucién de 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %,
10 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % en la cantidad producida por ausencia de composicion (la
ausencia de un agente o compuesto) 0 una composicion de control, incluyendo todos los niUmeros enteros entre
medias. Como un ejemplo no limitante, un control en la comparacion de actividades candnicas y no canoénicas podria
incluir el fragmento de interés de proteina AARS en comparacion con su AARS de longitud completa
correspondiente, o un fragmento de AARS que tiene actividad candnica comparable a su AARS de longitud completa
correspondiente. Se describen en el presente documento otros ejemplos de cantidades ‘“estadisticamente
significativas”.

Por “obtenerse de” se entiende que una muestra tal como, por ejemplo, un extracto polinucleotidico o extracto
polipeptidico se aisla de, o deriva de, una fuente particular del sujeto. Por ejemplo, el extracto puede obtenerse a
partir de un tejido o un fluido biolégico aislado directamente del sujeto. “Derivado” u “obtenido de” también puede
referirse a la fuente de una secuencia polipeptidica o polinucleotidica. Por ejemplo, una secuencia de AARS de la
presente invencion puede “derivar” de la informacién de secuencia de un fragmento proteolitico de AARS o variante
de corte y empalme de AARS, o una parte del mismo, bien de origen natural o bien generado artificialmente, y puede
por lo tanto comprender, consistir esencialmente en o consistir en esa secuencia.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se usan indistintamente en el presente documento para hacer referencia a un
polimero de restos de aminoacidos y a variantes y analogos sintéticos y de origen natural de los mismos. Por lo
tanto, estos términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno 0 mas restos de aminoacidos son
aminoéacidos de origen no natural sintéticos, tales como un analogo quimico de un aminoacido de origen natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural y derivados quimicos de origen natural de
los mismos. Dichos derivados incluyen, por ejemplo, modificaciones postraduccionales y productos de degradacion
que incluyen variantes de piroglutamilo, isoaspartilo, proteoliticas, fosforiladas, glucosiladas, oxidadas, isomerizadas
y desaminadas del fragmento de referencia de AARS.

Las indicaciones “identidad de secuencia” o, por ejemplo, que comprende una “secuencia 50 % idéntica a”, como se
usa en el presente documento, se refieren a la medida en que las secuencias son idénticas nucleétido a nucleétido o
aminoacido a aminoacido sobre una ventana de comparacién. Por lo tanto, un “porcentaje de identidad de
secuencia” puede calcularse comparando dos secuencias alineadas de forma 6ptima sobre la ventana de
comparacion, determinando el nUmero de posiciones en las que la base de acido nucleico idéntica (por ejemplo A, T,
C, G, 1) o el resto de aminoacido idéntico (por ejemplo Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg,
His, Asp, Glu, Asn, GIn, Cys y Met) aparece en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones
coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de
comparacion (es decir, el tamafio de la ventana) y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de
identidad de secuencia.
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Los términos usados para describir relaciones de secuencia entre dos o mas polinucleétidos o polipéptidos incluyen
“secuencia de referencia”, “ventana de comparacion”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de
secuencia” e “identidad sustancial’. Una “secuencia de referencia” es de al menos 12, pero frecuentemente de 15 a
18 y con frecuencia de al menos 25 unidades monoméricas, incluyendo restos de nucleétidos y aminoéacidos, de
longitud. Debido a que dos polinucleétidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (es decir, solamente una
parte de la secuencia polinucleotidica completa) que es similar entre los dos polinucledtidos, y (2) una secuencia que
es divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) polinucleétidos se
realizan normalmente comparando secuencias de los dos polinucleétidos sobre una “ventana de comparaciéon” para
identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una “ventana de comparacion” se refiere a un
segmento conceptual de al menos 6 posiciones contiguas, habitualmente de aproximadamente 50 a
aproximadamente 100, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150, en el que se compara
una secuencia con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones contiguas después de alinearse
optimamente las dos secuencias. La ventana de comparacion puede comprender adiciones o supresiones (es decir,
huecos) de aproximadamente 20 % o menos en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende
adiciones o supresiones) para alineamiento éptimo de las dos secuencias. El alineamiento 6ptimo de secuencias
para alinear una ventana de comparacion puede realizarse por implementaciones computarizadas de algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paquete de Software de Wisconsin Genetics Versién 7.0, Genetics
Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, EE.UU.) o mediante inspeccién y puede seleccionarse el mejor
alineamiento (es decir, que da como resultado el mayor porcentaje de homologia sobre la ventana de comparacion)
generado por cualquiera de los diversos métodos. También puede hacerse referencia a la familia de programas
BLAST como por ejemplo se desvela en Altschul et al.,, 1997, Nucl. Acids Res. 25: 3389. Puede encontrarse
discusion detallada del andlisis de secuencia en la Unidad 19.3 de Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular
Biology”, John Wiley & Sons Inc, 1994-1998, Capitulo 15.

Se realizan calculos de similitud de secuencia o identidad de secuencia entre secuencias (los términos se usan
indistintamente en el presente documento) de la siguiente manera. Para determinar el porcentaje de identidad de
dos secuencias de aminoacidos, o de dos secuencias de acido nucleico, las secuencias se alinean para fines de
comparacién 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o ambas de una primera y una segunda
secuencia de aminoacidos o acido nucleico para alineamiento 6ptimo y las secuencias no homélogas pueden
descartarse para fines de comparacién). En ciertas realizaciones, la longitud de una secuencia de referencia
alineada para fines de comparacién es de al menos 30 %, preferentemente al menos 40 %, mas preferentemente al
menos 50 %, 60 %, e incluso mas preferentemente al menos 70 %, 80 %, 90 %, 100 % de la longitud de la
secuencia de referencia. Los restos de aminoacidos o nucleétidos en posiciones de aminoacidos o posiciones de
nucleétidos correspondientes se comparan después. Cuando una posicidn en la primera secuencia esta ocupada
por el mismo resto de aminoacido o nucleétido que la posicién correspondiente en la segunda secuencia, entonces
las moléculas son idénticas en esa posicion.

El porcentaje de identidad entre las dos secuencias esta en funciéon del nimero de posiciones idénticas compartido
por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que es necesario
introducir para alineamiento 6ptimo de las dos secuencias.

La comparacion de secuencias y determinacién del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede conseguirse
usando un algoritmo matematico. En una realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de
aminoacidos se determina usando el algoritmo de Needleman y Wunsch, (1970, J. Mol. Biol. 48: 444-453) que se ha
incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando una
matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1,
2, 3, 4,5 0 6. En otra realizacion preferida mas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos se
determina usando el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando
una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,50 6.
Un conjunto particularmente preferido de parametros (y el que deberia usarse a no ser que se especifique de otro
modo) son una matriz de puntuacién Blossum 62 con una penalizacién de hueco de 12, una penalizacién de
extensién de hueco de 4 y una penalizacién de hueco de desplazamiento de fase de 5.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos o nuclettidos puede determinarse usando el
algoritmo de E. Meyers y W. Miller (1989, Cabios, 4: 11-17) que se ha incorporado al programa ALIGN (version 2.0),
usando una tabla de restos de pesos PAM120, una penalizacion de longitud de hueco de 12 y una penalizacién de
hueco de 4.

Las secuencias de acido nucleico y proteinas descritas en el presente documento pueden usarse como una
“secuencia de consulta” para realizar una busqueda frente a bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar
otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Dichas busquedas pueden realizarse usando los programas
NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul et al., (1990, J. Mol. Biol. 215: 403-10). Pueden realizarse blsquedas
de nucleétidos de BLAST con el programa NBLAST, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12 para obtener
secuencias de nucleétidos homélogas de moléculas de acido nucleico de la invencion. Pueden realizarse busquedas
de proteinas BLAST con el programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de
aminoacidos homologas de moléculas proteicas de la invencion. Para obtener alineamientos con huecos para fines
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de comparacion, puede utilizarse BLAST con huecos como se describe en Altschul et al., (1997, Nucleic Acids Res,
25: 3389-3402). Cuando se utilizan programas BLAST y BLAST con huecos, 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 concentracion, bien por masa de soluto por unidad de volumen de disolvente (g de soluto por kg de disolvente, g
por dl (100 ml), mg/ml, etc.), molaridad, molalidad, fraccidn molar u otras descripciones similares de concentracion.
La cantidad en equilibrio maxima de soluto que puede disolverse por cantidad de disolvente es la solubilidad de ese
soluto en ese disolvente en las condiciones especificadas, incluyendo temperatura, presion, pH y la naturaleza del
disolvente. En ciertas realizaciones, la solubilidad se mide a pH fisioloégico. En ciertas realizaciones, la solubilidad se
mide en agua o un tampon fisiolégico tal como PBS. En ciertas realizaciones, la solubilidad se mide en un fluido
bioldgico (disolvente) tal como sangre o suero. En ciertas realizaciones, la temperatura puede ser aproximadamente
temperatura ambiente (por ejemplo, aproximadamente 20, 21, 22, 23, 24, 25 °C) o aproximadamente temperatura
corporal (37 °C). En ciertas realizaciones, un agente tal como un fragmento proteico de AARS tiene una solubilidad
de al menos aproximadamente 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 o 30 mg/ml a temperatura ambiente o a 37 °C.

Un “punto de union de corte y empalme” como se usa en el presente documento incluye la regién en un transcrito de
ARNmM maduro o el polipéptido codificado en el que el extremo 3’ de un primer exén se une con el 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 entre medias) restos de nucleétidos o aminoacidos en uno de los lados de los restos exactos donde el
extremo 3’ de un exon se une con el extremo 5’ de otro exdn. Un “exdn” se refiere a una secuencia de acido nucleico
que esta representada en la forma madura de una molécula de ARN después de haberse retirado por corte y
empalme en cis partes de un ARN precursor (intrones) o haberse ligado por corte y empalme en trans dos o mas
moléculas de ARN precursoras. 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 “intron” se refiere a una region de acido nucleico no codificante dentro de un
gen, que no se traduce a una proteina. Se transcriben secciones intrénicas no codificantes a ARNm precursor
(preARNmM) y algunos otros ARN (tales como ARN no codificantes largos) y posteriormente se retiran por corte y
empalme durante el procesamiento a ARN maduro.

Una “variante de corte y empalme” se refiere a un ARNm maduro y su proteina codificada que se producen por corte
y empalme alternativo, un proceso por el que los exones del ARN (un transcrito génico primario o preARNm) se
reconectan de multiples maneras durante el corte y empalme de ARN. Los ARNm diferentes resultantes pueden
traducirse a diferentes isoformas proteicas, lo que permite que un Unico gen codifique multiples proteinas.

Un “sujeto”, como se usa en el presente documento, incluye cualquier animal que muestre un sintoma, o esté en
riesgo de mostrar un sintoma, que puede tratarse o diagnosticarse con un polinucleétido o polipéptido de AARS de
la invencién. También se incluyen sujetos para los que es deseable perfilar niveles de polipéptidos y/o
polinucleétidos de AARS de la invencion, para fines de diagnéstico u otros. Los sujetos adecuados (pacientes)
incluyen animales de laboratorio (tales como ratdn, rata, conejo o cobaya), animales de granja y animales
domésticos o mascotas (tales como gato o perro). Se incluyen primates no humanos y, preferentemente, pacientes
humanos.

“Tratamiento” o “tratar”, como se usa en el presente documento, incluye cualquier efecto deseable en los sintomas o
la patologia de una enfermedad o afeccion que puede efectuarse por las actividades no canénicas de un
polinucleétido o polipéptido de AARS, como se describe en el presente documento, y pueden incluir incluso cambios
minimos 0 mejoras en uno 0 mas marcadores medibles de la enfermedad o afeccién que se trate. También se
incluyen tratamientos que estan relacionados con terapias no AARS, en los que una secuencia de AARS descrita en
el presente documento proporciona un marcador clinico de tratamiento. “Tratamiento” o “tratar” no indican
necesariamente la erradicacion completa o cura de la enfermedad o afeccién, o sintomas asociados con la misma.
El sujeto que recibe este tratamiento es cualquier sujeto que lo necesite. Los marcadores a modo de ejemplo de
mejora clinica resultaran evidentes para los expertos en la materia.

La practica de la presente invencion empleara, a no ser que se indique especificamente lo contrario, métodos
convencionales de biologia molecular y técnicas de ADN recombinante dentro de la experiencia de la técnica,
muchos de los cuales se describen posteriormente con el fin de ilustrar. Dichas técnicas se explican completamente
en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 Edicion, 2000);
DNA Cloning: A Practical Approach, vol. | & 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. I. (2005) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Techniques, 52 Ed. Hoboken NJ, John Wiley &
Sons; B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (32 Edicion 2010); Farrell, R., RNA Methodologies: A
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Laboratory Guide for Isolation and Characterization (32 Edicion 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 by 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, Edited Jane Roskams
y Linda Rodgers, (2002, Cold Spring Harbor Laboratory, ISBN 0-87969-630-3).

lll. FRAGMENTOS PROTEICOS DE AARS PURIFICADOS Y VARIANTES PARA PRODUCTOS TERAPEUTICOS Y
OTRAS APLICACIONES

Sorprendentemente, y a diferencia de sus secuencias parentales de longitud completa que se conocen solamente
por sus actividades de aminoacilacion, se ha descubierto que los fragmentos de AARS poseen actividades
biologicas importantes para aplicaciones bioterapéuticas, de descubrimiento y de diagndstico. Las realizaciones de
la presente invencién incluyen por lo tanto proteinas de longitud completa, isoformas de proteinas maduras y
fragmentos proteicos de aminoacil ARNt sintetasas (AARS), ademas de variantes y fragmentos de los mismos
biolégicamente activos. En ciertas realizaciones, las proteinas y fragmentos pueden surgir mediante protedlisis
enddgena, protedlisis in vitro, variacion de corte y empalme o prediccion por ordenador, entre otros mecanismos.

Los fragmentos proteicos de AARS descritos en el presente documento, y variantes de los mismos, pueden poseer
al menos una actividad biolégica “no canénica”. El fragmento o los fragmentos proteicos de AARS de la presente
invencion también se indican en el presente documento como “polipéptidos de AARS” o “polipéptidos de referencia
de AARS". En ciertas realizaciones, los polipéptidos de AARS proporcionados en el presente documento
comprenden o consisten esencialmente en todas o una parte de las “secuencia o secuencias de referencia’ de
polipéptidos de AARS como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 posteriormente, que
representan la secuencia o las secuencias de aminoacidos de diversos fragmentos de histidil ARNt sintetasas. Las
secuencias proteicas de AARS de ratén y de seres humanos estan altamente relacionadas, difiriendo normalmente
en no mas de unos pocos aminoacidos dentro de una secuencia completa, un dominio particular o un fragmento
proteico particular.

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

Tabla 1A
Polipéptidos de AARS identificados por EM
Nombre |Tipo ! |Secuencias de Aminoacidos y Acido Nucleico SEQ.ID. NO.
especie /
Restos
HisRS1M|Proteina /| MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE SEQ.ID.
Humana /| LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTP NO.12
KGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGA
EVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKD
OGGELLSLRYDLTVPFARYLAM
HisRS1N'|ADN Il ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGC SEQ.ID.
Humana/ | TGGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCG NO.13

AGGCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCC
GAGCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAAC
TCCTGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCT
GATGAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAA
AACCCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGT
CCCCGGCAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGT
GTTTGACGTAATCATCCGTTGCTTCAAGC
GCCACGGTGCAGAAGTCATTGATACACCT
GTATTTGAACTAAAGGAAACACTGATGGG
AAAGTATGGGGAAGACTCCAAGCTTATCT
ATGACCTGAAGGACCAGGGCGGGGAGCT
CCTGTCCCTTCGCTATGACCTCACTGTTCC
TTTTGCTCGGTATTTGGCAATG
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HisRS1N2

Proteina /
Humana /
1-408

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTP
KGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGA
EVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKD
QGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIA
GNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGDFLVK
VNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKL
DKVSWEEVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDY
VQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGL
GDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDY
YTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAG
GRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIF
SIVEQRLEALEEKIRTTE

SEQ.ID. NO.
14
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HisRS1N2

ADN
Humana/

/

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGC
TGGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCG
AGGCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCC
GAGCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAAC
TCCTGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCT
GATGAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAA
AACCCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGT

CCCCGGCAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGT
GTTTGACGTAATCATCCGTTGCTTCAAGC

GCCACGGTGCAGAAGTCATTGATACACCT
GTATTTGAACTAAAGGAAACACTGATGGG
AAAGTATGGGGAAGACTCCAAGCTTATCT
ATGACCTGAAGGACCAGGGCGGGGAGCT
CCTGTCCCTTCGCTATGACCTCACTGTTCC
TTTTGCTCGGTATTTGGCAATGAATAAAC
TGACCAACATTAAACGCTACCACATAGCA
AAGGTATATCGGCGGGATAACCCAGCCAT
GACCCGTGGCCGATACCGGGAATTCTACC
AGTGTGATTTTGACATTGCTGGGAACTTT
GATCCCATGATCCCTGATGCAGAGTGCCT
GAAGATCATGTGCGAGATCCTGAGTTCAC
TTCAGATAGGCGACTTCCTGGTCAAGGTA
AACGATCGACGCATTCTAGATGGGATGTT
TGCTATCTGTGGTGTTTCTGACAGCAAGTT
CCGTACCATCTGCTCCTCAGTAGACAAGC
TGGACAAGGTGTCCTGGGAAGAGGTGAA
GAATGAGATGGTGGGAGAGAAGGGCCTT
GCACCTGAGGTGGCTGACCGCATTGGGGA
CTATGTCCAGCAACATGGTGGGGTATCCC
TGGTGGAACAGCTGCTCCAGGATCCTAAA
CTATCCCAAAACAAGCAGGCCTTGGAGGG
CCTGGGAGACCTGAAGTTGCTCTTTGAGT
ACCTGACCCTATTTGGCATTGATGACAAA
ATCTCCTTTGACCTGAGCCTTGCTCGAGG
GCTGGATTACTACACTGGGGTGATCTATG
AGGCAGTGCTGCTACAGACCCCAGCCCAG
GCAGGGGAAGAGCCCCTGGGTGTGGGCA
GTGTGGCTGCTGGAGGACGCTATGATGGG
CTAGTGGGCATGTTCGACCCCAAAGGGCG
CAAGGTGCCATGTGTGGGGCTCAGCATTG
GGGTGGAGCGGATTTTCTCCATCGTGGAA
CAGAGACTAGAGGCTTTGGAGGAGAAGA
TACGGACCACGGAG

SEQ.ID. NO.
15
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Tabla 1B
HisRS1M!
Péptidos de enlace inferidos y detectados por espect rometria de masas

Tipo / Secuencia SEQ.ID. NO.
especie
Proteina / ASAEQIEEEVTK SEQ.ID. NO.16
raton
Proteina/ | LLKLKAQLGQDEGKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVRE [SEQ.ID. NO.17
ratn KVEDVIIRCFKR
Proteina / HGAEVIDTPVFELK SEQ.ID. NO.18
raton
Proteina / ETLTGKYGEDSKLIYDLK SEQ.ID. NO.19
raton
Proteina / DQGGELLSLR SEQ.ID. NO.20
raton

Tabla 1C

HisRS1M!

Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad  0s por espectrometria de masas

Tipo /|Secuencia SEQ.ID. NO.
especie

Proteinal ASAEQIEEEVTKLLKLKAQLGQDEGKQKFVLKTPKGTR |SEQ.ID. NO.21

/12" | DYSPRQMAVREKVEDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFELKET
LTGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLR
Tabla 1D
HisRS1N?
Péptidos de enlace inferidos y detectados por espect rometria de masas
Tipo /|Secuencia SEQ.ID. NO.
especie
Proteina| HGAEVIDTPVFELK SEQ.ID. NO.22
/ raton

/Prr;ttgr"]na ETLTGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARY |SEQ.ID.NO.23

LAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCD
FDIAGQFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGNFLVKVNDRR
ILDGMFAVCGVPDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKNEM

VGEKGILAPEVADR
Proteina|IGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPK SEQ.ID. NO.24
/ ratén
Tabla 1E
HisRS1N?
Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad  0s por espectrometria de masas
Tipo /|Secuencia SEQ.ID. NO.
especie
/F’rott?fna HGAEVIDTPVFELKETLTGKYGEDSKLIYDLKDQGGELL E(E)%ED-
raton .

SLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPA
MTRGRYREFYQCDFDIAGQFDPMIPDAECLKIMCEILSS
LQIGNFLVKVNDRRILDGMFAVCGVPDSKFRTICSSVDK
LDKVSWEEVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGG
VSLVEQLLQDPK
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Polipéptidos de AARS y transcritos alternativos iden

Tabla 2

tificados por Secuenciacién Profunda

Nombre

Tipo
especie
Restos

/
/

Secuencias de Aminoécidos y Acido Nucleico

SEQ.ID. NO.

HisRS1N
4

Proteina
Humana
1-60

/
/

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTP

SEQ.ID.
NO.26

HisRS1N
4

ADN
Humana

/

K
ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGC
TGGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCG
AGGCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCC
GAGCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAAC
TCCTGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCT
GATGAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAA
AACCCCCAAG

SEQ.ID.
NO.27

HisRS1N
5

Proteina
Humana
1-243
27 aa

/
/

+

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTP
KGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGA
EVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKD
QGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIA
GNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGDFLVK
VNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKL
DKVGYPWWNSCSRILNYPKTSRPWRAWET

SEQ.ID.
NO.28
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HisRSIN [ADN /] ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGC SEQ.ID.
° Humana | TGGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCG NO.29
AGGCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCC
GAGCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAAC
TCCTGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCT
GATGAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAA
AACCCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGT
CCCCGGCAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGT
GTTTGACGTAATCATCCGTTGCTTCAAGC
GCCACGGTGCAGAAGTCATTGATACACCT

GTATTTGAACTAAAGGAAACACTGATGGG
AAAGTATGGGGAAGACTCCAAGCTTATCT

ATGACCTGAAGGACCAGGGCGGGGAGCT
CCTGTCCCTTCGCTATGACCTCACTGTTCC
TTTTGCTCGGTATTTGGCAATGAATAAAC
TGACCAACATTAAACGCTACCACATAGCA
AAGGTATATCGGCGGGATAACCCAGCCAT
GACCCGTGGCCGATACCGGGAATTCTACC
AGTGTGATTTTGACATTGCTGGGAACTTT
GATCCCATGATCCCTGATGCAGAGTGCCT
GAAGATCATGTGCGAGATCCTGAGTTCAC
TTCAGATAGGCGACTTCCTGGTCAAGGTA
AACGATCGACGCATTCTAGATGGGATGTT
TGCTATCTGTGGTGTTTCTGACAGCAAGTT
CCGTACCATCTGCTCCTCAGTAGACAAGC
TGGACAAGGTGGGGTATCCCTGGTGGAAC
AGCTGCTCCAGGATCCTAAACTATCCCAA
AACAAGCAGGCCTTGGAGGGCCTGGGAG

ACCTGA
Tabla 2B
Puntos de unién de corte y empalme Unicos de polipép tidos de AARS
Nombre Tipo / |Secuencias de Aminoacidos y Acido Nucleico en las ce rcanias del [SEQ.ID.
especie punto de unién de corte y empalme (nico NO.
H1-SV09 [ADN I|{GAAATTTGTGCTCAAAACCCCCAAG|TAGA SEQ.ID.
Humana/" | GACGAGGTTTCACCATGTTGG NO.30
Proteina /|KFVLKTPK SEQ.ID.
Humana / NO.31
H1-ASO5  |ADN NNCTCCTCAGTAGACAAGCTGGACAAG|GTG SEQ.ID.
Humana/ | GGGTATCCCTGGTGGAACAGCT No32
Proteina /|SSVDKLDKVGYPWWNS SEQ.ID.
Humana / NO.33
Tabla 3
Polipéptidos y acidos nucleicos de AARS identificados por Bioinformatica
Nombre Tipo / especie [/ |Secuencias de Aminoacidos y Acido Nucleico SEQ.ID.
Restos NO.
HisRS1N3 Proteina / Humana / 1-| MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE |[SEQ.ID.
113 LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTPK [NO-34
GTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAE
VIDTPVFELKETLMGKYGEDSKL
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HisRS1N3

ADN / Humana ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCT [SEQ.ID.
GGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCGAG |NO-35
GCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCCGA
GCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCC
TGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCTGAT
GAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAAAAC
CCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGTCCCC
GGCAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGTGTTT
GACGTAATCATCCGTTGCTTCAAGCGCCA
CGGTGCAGAAGTCATTGATACACCTGTAT
TTGAACTAAAGGAAACACTGATGGGAAAG
TATGGGGAAGACTCCAAGCTT

Polipéptidos de AARS C terminales: (Tablas 4, 5y 6)

Tabla 4A
Polipéptidos de AARS identificados por EM

Nombre |Tipo / especie / Resto s [Secuencias de Aminoéacidos y Acido Nucleico [SEQ.ID. NO.

Tabla 4B
Péptidos de enlace inferidos y detectados por péptid os de espectrometria de masas

Tipo / especie |Secuencia |SEQ.ID. NO.

Tabla 4C

Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad  0s por espectrometria de masas

Tipo / especie [Secuencia [SEQ.ID. NO.

Tabla 5

Polipéptidos de AARS vy transcritos alternativos iden tificados por Secuenciaciéon Profunda

Nombre

Tipo / especie / Resto  |Secuencias de Aminoacidos y Acido N ucleico SEQ.ID.
NO.

HisRS1¢2

Proteina / Humana / 1-l MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE |SEQ.ID.
60 +175-509 LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTPK |NO-48

DFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD

FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSS

VDKLDKVSWEEVKNEMVGEKGLAPEVADR
IGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQAL
EGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGL
DYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVA
AGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVER
IFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVLVASAQKKL
LEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLN

QLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVT
SREEVDVRREDLVEEIKRRTGQPLCIC
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HisRS1¢2

ADN / Humana

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCT
GGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCGAG
GCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCCGA
GCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCC
TGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCTGAT
GAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAAAAC
CCCCAAGGATTTTGACATTGCTGGGAACT
TTGATCCCATGATCCCTGATGCAGAGTGC
CTGAAGATCATGTGCGAGATCCTGAGTTC
ACTTCAGATAGGCGACTTCCTGGTCAAGG
TAAACGATCGACGCATTCTAGATGGGATG
TTTGCTATCTGTGGTGTTTCTGACAGCAAG
TTCCGTACCATCTGCTCCTCAGTAGACAAG
CTGGACAAGGTGTCCTGGGAAGAGGTGAA
GAATGAGATGGTGGGAGAGAAGGGCCTT
GCACCTGAGGTGGCTGACCGCATTGGGGA
CTATGTCCAGCAACATGGTGGGGTATCCC
TGGTGGAACAGCTGCTCCAGGATCCTAAA
CTATCCCAAAACAAGCAGGCCTTGGAGGG
CCTGGGAGACCTGAAGTTGCTCTTTGAGT
ACCTGACCCTATTTGGCATTGATGACAAA
ATCTCCTTTGACCTGAGCCTTGCTCGAGGG
CTGGATTACTACACTGGGGTGATCTATGA
GGCAGTGCTGCTACAGACCCCAGCCCAGG
CAGGGGAAGAGCCCCTGGOTGTGGGCAGT
GTGGCTGCTGGAGGACGCTATGATGGGCT
AGTGGGCATGTTCGACCCCAAAGGGCGCA
AGGTGCCATGTGTGGGGCTCAGCATTGGG
GTGGAGCGGATTTTCTCCATCGTGGAACA
GAGACTAGAGGCTTTGGAGGAGAAGATAC

GGACCACGGAGACACAGGTGCTTGTGGCA
TCTGCACAGAAGAAGCTGCTAGAGGAAAG

ACTAAAGCTTGTCTCAGAACTGTGGGATG
CTGGGATCAAGGCTGAGCTGCTGTACAAG
AAGAACCCAAAGCTACTGAACCAGTTACA
GTACTGTGAGGAGGCAGGCATCCCACTGG
TGGCTATCATCGGCGAGCAGGAACTCAAG
GATGGGGTCATCAAGCTCCGTTCAGTGAC
GAGCAGGGAAGAGGTGGATGTCCGAAGA
GAAGACCTTGTGGAGGAAATCAAAAGGA
GAACAGGCCAGCCCCTCTGCATCTGCTGA

SEQ.ID.
NO.49
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HisRS1C3

Proteina / Humana / 1-
60 + 211-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTPK
VNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKL
DKVSWEEVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDY
VQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGL
GDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDY
YTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAG
GRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFS
IVEQRLEALEEKIRTTETQVLVASAQKKLLE
ERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSR
EEVDVRREDLVEEIKRRTGQPLCIC

SEQ.ID.
NO.50

HisRS1¢3

ADN / Humana

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCT
GGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCGAG
GCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCCGA
GCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCC
TGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCTGAT
GAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAAAAC
CCCCAAGGTAAACGATCGACGCATTCTAG
ATGGGATGTTTGCTATCTGTGGTGTTTCTG
ACAGCAAGTTCCGTACCATCTGCTCCTCA
GTAGACAAGCTGGACAAGGTGTCCTGGGA
AGAGGTGAAGAATGAGATGGTGGGAGAG
AAGGGCCTTGCACCTGAGGTGGCTGACCG
CATTGGGGACTATGTCCAGCAACATGGTG
GGGTATCCCTGGTGGAACAGCTGCTCCAG
GATCCTAAACTATCCCAAAACAAGCAGGC
CTTGGAGGGCCTGGGAGACCTGAAGTTGC
TCTTTGAGTACCTGACCCTATTTGGCATTG
ATGACAAAATCTCCTTTGACCTGAGCCTITG
CTCGAGGGCTGGATTACTACACTGGGGTG
ATCTATGAGGCAGTGCTGCTACAGACCCC
AGCCCAGGCAGGGGAAGAGCCCCTGGGT
GTGGGCAGTGTGGCTGCTGGAGGACGCTA

SEQ.ID.
NO.51
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TGATGGGCTAGTGGGCATGTTCGACCCCA
AAGGGCGCAAGGTGCCATGTGTGGGGCTC
AGCATTGGGGTGGAGCGGATTTTCTCCAT
CGTGGAACAGAGACTAGAGGCTTTGGAGG
AGAAGATACGGACCACGGAGACACAGGT
GCTTGTGGCATCTGCACAGAAGAAGCTGC
TAGAGGAAAGACTAAAGCTTGTCTCAGAA
CTGTGGGATGCTGGGATCAAGGCTGAGCT
GCTGTACAAGAAGAACCCAAAGCTACTGA
ACCAGTTACAGTACTGTGAGGAGGCAGGC
ATCCCACTGGTGGCTATCATCGGCGAGCA
GGAACTCAAGGATGGGGTCATCAAGCTCC
GTTCAGTGACGAGCAGGGAAGAGGTGGAT
GTCCGAAGAGAAGACCTTGTGGAGGAAAT
CAAAAGGAGAACAGGCCAGCCCCTCTGCA
TCTGCTGA

HisRS1¢4

Proteina / Humana / 1-
100 + 211-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTPK
GTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAE
VIDTPVFELKVNDRRILDGMFAICGVSDSKF
RTICSSVDKLDKVSWEEVKNEMVGEKGLAP
EVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQ
NKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDL
SLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPL
GVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVG
LSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVLVA
SAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKK
NPKLLNQLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVI
KLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTGQPLC
IC

SEQ.ID.
NO.52
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HisRS1¢4

ADN / Humana

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCT
GGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCGAG
GCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCCGA
GCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCC
TGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCTGAT
GAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAAAAC
CCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGTCCCC
GGCAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGTGTTT
GACGTAATCATCCGTTGCTTCAAGCGCCA
CGGTGCAGAAGTCATTGATACACCTGTAT
TTGAACTAAAGGTAAACGATCGACGCATT
CTAGATGGGATGTTTGCTATCTGTGGTGTT
TCTGACAGCAAGTTCCGTACCATCTGCTCC

TCAGTAGACAAGCTGGACAAGGTGTCCTG
GGAAGAGGTGAAGAATGAGATGGTGGGA

GAGAAGGGCCTTGCACCTGAGGTGGCTGA
CCGCATTGGGGACTATGTCCAGCAACATG
GTGGGGTATCCCTGGTGGAACAGCTGCTC
CAGGATCCTAAACTATCCCAAAACAAGCA
GGCCTTGGAGGGCCTGGGAGACCTGAAGT
TGCTCTTTGAGTACCTGACCCTATTTGGCA
TTGATGACAAAATCTCCTTTGACCTGAGCC
TTGCTCGAGGGCTGGATTACTACACTGGG
GTGATCTATGAGGCAGTGCTGCTACAGAC
CCCAGCCCAGGCAGGGGAAGAGCCCCTGG
GTGTGGGCAGTGTGGCTGCTGGAGGACGC
TATGATGGGCTAGTGGGCATGTTCGACCC
CAAAGGGCGCAAGGTGCCATGTGTGGGGC
TCAGCATTGGGGTGGAGCGGATTTTCTCC
ATCGTGGAACAGAGACTAGAGGCTTTGGA
GGAGAAGATACGGACCACGGAGACACAG
GTGCTTGTGGCATCTGCACAGAAGAAGCT
GCTAGAGGAAAGACTAAAGCTTGTCTCAG
AACTGTGGGATGCTGGGATCAAGGCTGAG
CTGCTGTACAAGAAGAACCCAAAGCTACT
GAACCAGTTACAGTACTGTGAGGAGGCAG
GCATCCCACTGGTGGCTATCATCGGCGAG
CAGGAACTCAAGGATGGGGTCATCAAGCT
CCGTTCAGTGACGAGCAGGGAAGAGGTGG
ATGTCCGAAGAGAAGACCTTGTGGAGGAA
ATCAAAAGGAGAACAGGCCAGCCCCTCTG
CATCTGCTGA

SEQ.ID.
NO.53
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HisRS1C®

Proteina / Humana / 1-
174 + 211-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTPK
GTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAE
VIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQ
GGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRY
HIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCVNDRRI
LDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGG
VSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGLGDLKLLF
EYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEA
VLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLV
GMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLE
ALEEKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVS
ELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAG
IPLVAIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRR
EDLVEEIKRRTGQPLCIC

SEQ.ID.
NO.54
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HisRS1C®

ADN / Humana

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCT
GGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCGAG
GCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCCGA
GCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCC
TGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCTGAT
GAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAAAAC
CCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGTCCCC
GGCAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGTGTTT
GACGTAATCATCCGTTGCTTCAAGCGCCA
CGGTGCAGAAGTCATTGATACACCTGTAT
TTGAACTAAAGGAAACACTGATGGGAAAG
TATGGGGAAGACTCCAAGCTTATCTATGA
CCTGAAGGACCAGGGCGGGGAGCTCCTGT
CCCTTCGCTATGACCTCACTGTTCCTTTTG
CTCGGTATTTGGCAATGAATAAACTGACC
AACATTAAACGCTACCACATAGCAAAGGT
ATATCGGCGGGATAACCCAGCCATGACCC
GTGGCCGATACCGGGAATTCTACCAGTGT
GTAAACGATCGACGCATTCTAGATGGGAT
GTTTGCTATCTGTGGTGTTTCTGACAGCAA
GTTCCGTACCATCTGCTCCTCAGTAGACAA
GCTGGACAAGGTGTCCTGGGAAGAGGTGA
AGAATGAGATGGTGGGAGAGAAGGGCCT
TGCACCTGAGGTGGCTGACCGCATTGGGG
ACTATGTCCAGCAACATGGTGGGGTATCC
CTGGTGGAACAGCTGCTCCAGGATCCTAA
ACTATCCCAAAACAAGCAGGCCTTGGAGG
GCCTGGGAGACCTGAAGTTGCTCTTTGAG
TACCTGACCCTATTTGGCATTGATGACAA
AATCTCCTTTGACCTGAGCCTTGCTCGAGG
GCTGGATTACTACACTGGGGTGATCTATG
AGGCAGTGCTGCTACAGACCCCAGCCCAG
GCAGGGGAAGAGCCCCTGGGTGTGGGCA
GTGTGGCTGCTGGAGGACGCTATGATGGG
CTAGTGGGCATGTTCGACCCCAAAGGGCG
CAAGGTGCCATGTGTGGGGCTCAGCATTG
GGGTGGAGCGGATTTTCTCCATCGTGGAA
CAGAGACTAGAGGCTTTGGAGGAGAAGAT
ACGGACCACGGAGACACAGGTGCTTGTGG
CATCTGCACAGAAGAAGCTGCTAGAGGAA
AGACTAAAGCTTGTCTCAGAACTGTGGGA
TGCTGGGATCAAGGCTGAGCTGCTGTACA
AGAAGAACCCAAAGCTACTGAACCAGTTA

CAGTACTGTGAGGAGGCAGGCATCCCACT
GGTGGCTATCATCGGCGAGCAGGAACTCA

AGGATGGGGTCATCAAGCTCCGTTCAGTG
ACGAGCAGGGAAGAGGTGGATGTCCGAA
GAGAAGACCTTGTGGAGGAAATCAAAAG
GAGAACAGGCCAGCCCCTCTGCATCTGCT
GA

SEQ.ID.
NO.55
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HisRS1C®

Proteina / Humana / 1-
60 + 101-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTPK
ETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYD
LTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDN
PAMTRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAE
CLKIMCEILSSLQIGDFLVKVNDRRILDGMF
AICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKNE
MVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVE
QLLQDPKLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTL
FGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQ
TPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGMFD
PKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEK
IRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWD
AGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAGIPLVA
IGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLV
EEIKRRTGQPLCIC

SEQ.ID.
NO.56
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HisRS1C®

ADN / Humana

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCT
GGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCGAG
GCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCCGA
GCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCC
TGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCTGAT
GAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAAAAC
CCCCAAGGAAACACTGATGGGAAAGTATG
GGGAAGACTCCAAGCTTATCTATGACCTG
AAGGACCAGGGCGGGGAGCTCCTGTCCCT
TCGCTATGACCTCACTGTTCCTTTTGCTCG
GTATTTGGCAATGAATAAACTGACCAACA
TTAAACGCTACCACATAGCAAAGGTATAT
CGGCGGGATAACCCAGCCATGACCCGTGG
CCGATACCGGGAATTCTACCAGTGTGATT
TTGACATTGCTGGGAACTTTGATCCCATGA
TCCCTGATGCAGAGTGCCTGAAGATCATG
TGCGAGATCCTGAGTTCACTTCAGATAGG
CGACTTCCTGGTCAAGGTAAACGATCGAC
GCATTCTAGATGGGATGTTTGCTATCTGTG
GTGTTTCTGACAGCAAGTTCCGTACCATCT
GCTCCTCAGTAGACAAGCTGGACAAGGTG

TCCTGGGAAGAGGTGAAGAATGAGATGGT
GGGAGAGAAGGGCCTTGCACCTGAGGTGG

CTGACCGCATTGGGGACTATGTCCAGCAA
CATGGTGGGGTATCCCTGGTGGAACAGCT
GCTCCAGGATCCTAAACTATCCCAAAACA
AGCAGGCCTTGGAGGGCCTGGGAGACCTG
AAGTTGCTCTTTGAGTACCTGACCCTATTT
GGCATTGATGACAAAATCTCCTTTGACCT
GAGCCTTGCTCGAGGGCTGGATTACTACA
CTGGGGTGATCTATGAGGCAGTGCTGCTA
CAGACCCCAGCCCAGGCAGGGGAAGAGC
CCCTGGGTGTGGGCAGTGTGGCTGCTGGA
GGACGCTATGATGGGCTAGTGGGCATGTT
CGACCCCAAAGGGCGCAAGGTGCCATGTG
TGGGGCTCAGCATTGGGGTGGAGCGGATT
TTCTCCATCGTGGAACAGAGACTAGAGGC
TTTGGAGGAGAAGATACGGACCACGGAG
ACACAGGTGCTTGTGGCATCTGCACAGAA
GAAGCTGCTAGAGGAAAGACTAAAGCTTG
TCTCAGAACTGTGGGATGCTGGGATCAAG
GCTGAGCTGCTGTACAAGAAGAACCCAAA
GCTACTGAACCAGTTACAGTACTGTGAGG
AGGCAGGCATCCCACTGGTGGCTATCATC
GGCGAGCAGGAACTCAAGGATGGGGTCAT
CAAGCTCCGTTCAGTGACGAGCAGGGAAG
AGGTGGATGTCCGAAGAGAAGACCTTGTG
GAGGAAATCAAAAGGAGAACAGGCCAGC
CCCTCTGCATCTGCTGA

SEQ.ID.
NO.57
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HisRS1¢7

Proteina / Humana / 1-
100 + 175-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTPK
GTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAE
VIDTPVFELKDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMC
EILSSLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSD
SKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKNEMVGEKG
LAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPK
LSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKIS
FDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGE
EPLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVP
CVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQV
LVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELL
YKKNPKLLNQLQYCEEAGIPLVAIIGEQELK
DGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTG
QPLCIC

SEQ.ID.
NO.58
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HisRS1¢7

ADN / Humana

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCT

GGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCGAG
GCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCCGA

GCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCC
TGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCTGAT
GAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAAAAC
CCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGTCCCC
GGCAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGTGTTT
GACGTAATCATCCGTTGCTTCAAGCGCCA
CGGTGCAGAAGTCATTGATACACCTGTAT
TTGAACTAAAGGATTTTGACATTGCTGGG
AACTTTGATCCCATGATCCCTGATGCAGA
GTGCCTGAAGATCATGTGCGAGATCCTGA
GTTCACTTCAGATAGGCGACTTCCTGGTCA
AGGTAAACGATCGACGCATTCTAGATGGG
ATGTTTGCTATCTGTGGTGTTTCTGACAGC
AAGTTCCGTACCATCTGCTCCTCAGTAGAC
AAGCTGGACAAGGTGTCCTGGGAAGAGGT
GAAGAATGAGATGGTGGGAGAGAAGGGC
CTTGCACCTGAGGTGGCTGACCGCATTGG
GGACTATGTCCAGCAACATGGTGGGGTAT
CCCTGGTGGAACAGCTGCTCCAGGATCCT
AAACTATCCCAAAACAAGCAGGCCTTGGA
GGGCCTGGGAGACCTGAAGTTGCTCTTTG
AGTACCTGACCCTATTTGGCATTGATGAC
AAAATCTCCTTTGACCTGAGCCTTGCTCGA
GGGCTGGATTACTACACTGGGGTGATCTA
TGAGGCAGTGCTGCTACAGACCCCAGCCC
AGGCAGGGGAAGAGCCCCTGGGTGTGGG
CAGTGTGGCTGCTGGAGGACGCTATGATG
GGCTAGTGGGCATGTTCGACCCCAAAGGG
CGCAAGGTGCCATGTGTGGGGCTCAGCAT
TGGGGTGGAGCGGATTTTCTCCATCGTGG
AACAGAGACTAGAGGCTTTGGAGGAGAA
GATACGGACCACGGAGACACAGGTGCTTG
TGGCATCTGCACAGAAGAAGCTGCTAGAG
GAAAGACTAAAGCTTGTCTCAGAACTGTG
GGATGCTGGGATCAAGGCTGAGCTGCTGT
ACAAGAAGAACCCAAAGCTACTGAACCA
GTTACAGTACTGTGAGGAGGCAGGCATCC
CACTGGTGGCTATCATCGGCGAGCAGGAA
CTCAAGGATGGGGTCATCAAGCTCCGTTC
AGTGACGAGCAGGGAAGAGGTGGATGTC
CGAAGAGAAGACCTTGTGGAGGAAATCA
AAAGGAGAACAGGCCAGCCCCTCTGCATC
TGCTGA

SEQ.ID.
NO.59

HisRS1¢8

Proteina / Humana / 1-
60 + 399-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTPK
ALEEKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVS
ELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAG
IPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRR
EDLVEEIKRRTGQPLCIC

SEQ.ID.
NO.60
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HisRS1C8

ADN / Humana

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCT
GGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCGAG
GCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCCGA
GCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCC
TGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCTGAT
GAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAAAAC
CCCCAAGGCTTTGGAGGAGAAGATACGGA
CCACGGAGACACAGGTGCTTGTGGCATCT
GCACAGAAGAAGCTGCTAGAGGAAAGAC
TAAAGCTTGTCTCAGAACTGTGGGATGCT
GGGATCAAGGCTGAGCTGCTGTACAAGAA
GAACCCAAAGCTACTGAACCAGTTACAGT
ACTGTGAGGAGGCAGGCATCCCACTGGTG
GCTATCATCGGCGAGCAGGAACTCAAGGA
TGGGGTCATCAAGCTCCGTTCAGTGACGA
GCAGGGAAGAGGTGGATGTCCGAAGAGA
AGACCTTGTGGAGGAAATCAAAAGGAGA
ACAGGCCAGCCCCTCTGCATCTGCTGA

SEQ.ID.
NO.61

HisRS1¢®

Proteina / Humana / 1-
100 + 399-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAE
LIEEEVAKLLKLKAQLGPDESKQKFVLKTPK
GTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAE
VIDTPVFELKALEEKIRTTETQVLVASAQKK
LLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLL
NQLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSV
TSREEVDVRREDLVEEIKRRTGQPLCIC

SEQ.ID.
NO.62

HisRS1¢®

ADN / Humana

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCT
GGTGAAACTTCAGGGAGAGCGCGTGCGAG
GCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGCGCCGA
GCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCC
TGAAACTGAAGGCACAGCTGGGTCCTGAT
GAAAGCAAACAGAAATTTGTGCTCAAAAC
CCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGTCCCC
GGCAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGTGTTT
GACGTAATCATCCGTTGCTTCAAGCGCCA
CGGTGCAGAAGTCATTGATACACCTGTAT
TTGAACTAAAGGCTTTGGAGGAGAAGATA
CGGACCACGGAGACACAGGTGCTTGTGGC

ATCTGCACAGAAGAAGCTGCTAGAGGAAA
GACTAAAGCTTGTCTCAGAACTGTGGGAT

GCTGGGATCAAGGCTGAGCTGCTGTACAA
GAAGAACCCAAAGCTACTGAACCAGTTAC
AGTACTGTGAGGAGGCAGGCATCCCACTG
GTGGCTATCATCGGCGAGCAGGAACTCAA
GGATGGGGTCATCAAGCTCCGTTCAGTGA
CGAGCAGGGAAGAGGTGGATGTCCGAAG
AGAAGACCTTGTGGAGGAAATCAAAAGG
AGAACAGGCCAGCCCCTCTGCATCTGCTG
A

SEQ.ID.
NO.63
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HisRS1¢10

Proteina
369-509

/" Humana /| MFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEAL

EEKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSEL
WDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAGIP
LVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRRE
DLVEEIKRRTGQPLCIC

SEQ.ID.
NO.64

HisRS1¢10

ADN / Humana ATGTTCGACCCCAAAGGGCGCAAGGTGCC

ATGTGTGGGGCTCAGCATTGGGGTGGAGC
GGATTTTCTCCATCGTGGAACAGAGACTA

GGAGACACAGGTGCTTGTGGCATCTGCAC
AGAAGAAGCTGCTAGAGGAAAGACTAAA
GCTTGTCTCAGAACTGTGGGATGCTGGGA

CCAAAGCTACTGAACCAGTTACAGTACTG
TGAGGAGGCAGGCATCCCACTGGTGGCTA

GTCATCAAGCTCCGTTCAGTGACGAGCAG
GGAAGAGGTGGATGTCCGAAGAGAAGAC
CTTGTGGAGGAAATCAAAAGGAGAACAG

GCCAGCCCCTCTGCATCTGCTGA

GAGGCTTTGGAGGAGAAGATACGGACCAC

TCAAGGCTGAGCTGCTGTACAAGAAGAAC

TCATCGGCGAGCAGGAACTCAAGGATGGG

SEQ.ID.
NO.65

Tabla 5B

Puntos de unién de corte y empalme Unicos de polipép tidos de AARS

Nombre

Tipo /
especie

Secuencias de Aminoacidos y Acido Nucleico en las ce rcanias del punto

de unién de corte y empalme Unico

SEQ.ID.

H1-ASO1

ADN /
Humana /

GAAATTTGTGCTCAAAACCCCCAAG|GATTTTG
ACATTGCTGGGAACTTTG

SEQ.ID.
NO.66

Proteina /
Humana /

KFVLKTPKDFDIAGNF

SEQ.ID.
NO.67

H1-AS02

ADN /
Humana /

GAAATTTGTGCTCAAAACCCCCAAG|IGTAAAC
GATCGACGCATTCTAGATG

SEQ.ID.
NO.68

Proteina /
Humana /

KFVLKTPKVNDRRILD

SEQ.ID.
NO.69

H1-AS03

ADN /
Humana /

TGATACACCTGTATTTGAACTAAAG|GTAAACG
ATCGACGCATTCTAGATG

SEQ.ID.
NO.70

Proteina /
Humana /

DTPVFELKVNDRRILD

SEQ.ID.
NO.71

H1-ASO07

ADN /
Humana /

CCGATACCGGGAATTCTACCAGTGT|GTAAACG
ATCGACGCATTCTAGATG

SEQ.ID.
NO.72

Proteina /
Humana /

RYREFYQCVNDRRILD

SEQ.ID.
NO.73

H1-SV04

ADN /
Humana /

GAAATTTGTGCTCAAAACCCCCAAG|GAAACA
CTGATGGGAAAGTATGGGG

SEQ.ID.
NO.74

Proteina /
Humana /

KFVLKTPKETLMGKYG

SEQ.ID.
NO.75

H1-SV10

ADN /
Humana /

TGATACACCTGTATTTGAACTAAAG|GATTTTG
ACATTGCTGGGAACTTTG

SEQ.ID.
NO.76

Proteina /
Humana /

DTPVFELKDFDIAGNF

SEQ.ID.
NO.77

H1-SV11

ADN /
Humana/

GAAATTTGTGCTCAAAACCCCCAAG|IGCTTTGG
AGGAGAAGATACGGACCA

SEQ.ID.
NO.78

Proteina /
Humana /

KFVLKTPKALEEKIRT

SEQ.ID.

NO.79
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Hisvie AN ITGATACACCTGTATTTGAACTAAAGIGCTTITGG  [SEQID.
e IAGGAGAAGATACGGACCA '
Proteina /|DTPVFELKALEEKIRT SEQ.ID.
Humana / NO.81
Hi-AS05 1ADN /| CTCCTCAGTAGACAAGCTGGACAAGIGTGGGG  [SEQID:
umana .
TATCCCTGGTGGAACAGCT
Proteina /{N/D
Humana /
Tabla 6
Polipéptidos y acidos nucleicos de AARS identificado s por Bioinformatica
Nombre Tipo / especie [/ [Secuencias de Aminoacidos y Acido Nucleico SEQ.ID.
Restos NO.
HisRS1¢*  |Proteina / Humana /| RTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDA |SEQ.ID.
405-509 GIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAGIPLVAII |NO-83
GEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEI
KRRTGQPLCIC
HisRS1¢!  [ADN/Humana CGGACCACGGAGACACAGGTGCTTGTGGC [sEQ.ID.
ATCTGCACAGAAGAAGCTGCTAGAGGAAA |NO-84
GACTAAAGCTTGTCTCAGAACTGTGGGATG
CTGGGATCAAGGCTGAGCTGCTGTACAAG
AAGAACCCAAAGCTACTGAACCAGTTACA
GTACTGTGAGGAGGCAGGCATCCCACTGGT
GGCTATCATCGGCGAGCAGGAACTCAAGG
ATGGGGTCATCAAGCTCCGTTCAGTGACGA
GCAGGGAAGAGGTGGATGTCCGAAGAGAA
GACCTTGTGGAGGAAATCAAAAGGAGAAC
AGGCCAGCCCCTCTGCATCTGCTGA
Polipéptidos de AARS internos: (Tabla 7, 8 y 9)
Tabla 7A
Polipéptidos de AARS identificados por EM
Nombre |Tipo / especie / Resto s|Secuencias de Aminoacidos y Acido Nucleico SEQ.ID. NO.

Tabla 7B

Péptidos de enlace inferidos y detectados por péptid os de espectrometria de masas

Tipo / especie

Secuencia SEQ.ID. NO.

Tabla 7C
Secuencias concatenadas basadas en péptidos detectad  os por espectrometria de masas
Tipo / especie Secuencia SEQ.ID. NO.

Tabla 8

Polipéptidos de AARS y transcritos alternativos iden tificados por Secuenciacion Profunda

Nombre |Tipo / espe cie / Resto s|Secuencias de Aminoacidos y Acido Nucleico SEQ.ID. NO.

Tabla 8B

Punto de unién de corte y empalme Unicos de polipépt idos de AARS

Nombre

Tipo / especie

Secuencias de Aminoacidos y Acido Nucleico en las
cercanias del punto de unién de corte y empalme Gni  co

SEQ.ID.
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Tabla 9
Polipéptidos y acidos nucleicos de AARS identificado s por Bioinformatica
Nombre Tipo / especie / Resto s  |Secuencias de Aminoéacidos y Acido Nucleico SEQ.ID.
NO.
HisRS1" Proteina / Humana / 191-| CLKIMCEILSSLQIGDFLVKVNDRRILDGMFA |SEQ.ID.
393 ICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKNEM |1

VGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQL
LQDPKLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGI
DDKISFDLSLARGLDYYTG

HisRS1"  |ADN/Humana TGCCTGAAGATCATGTGCGAGATCCTGAGT [SEQ.ID.
TCACTTCAGATAGGCGACTTCCTGGTCAAG'ﬁ%
GTAAACGATCGACGCATTCTAGATGGGAT
GTTTGCTATCTGTGGTGTTTCTGACAGCAA
GTTCCGTACCATCTGCTCCTCAGTAGACAA
GCTGGACAAGGTGTCCTGGGAAGAGGTGA
AGAATGAGATGGTGGGAGAGAAGGGCCTT
GCACCTGAGGTGGCTGACCGCATTGGGGA
CTATGTCCAGCAACATGGTGGGGTATCCCT
GGTGGAACAGCTGCTCCAGGATCCTAAAC
TATCCCAAAACAAGCAGGCCTTGGAGGGC
CTGGGAGACCTGAAGTTGCTCTTTGAGTAC
CTGACCCTATTTGGCATTGATGACAAAATC
TCCTTTGACCTGAGCCTTGCTCGAGGGCTG
GATTACTACACTGGG

"Fragmentos proteicos", o la secuencia de aminoacidos de fragmentos proteicos, tales como fragmentos proteoliticos
o fragmentos de variantes de corte y empalme, pueden caracterizarse, identificarse o derivarse de acuerdo con
diversas técnicas. Por ejemplo, pueden identificarse variantes de corte y empalme por técnicas tales como
secuenciacion profunda (véase, por ejemplo, Xing et al., ARN 14: 1470-1479, 2008, y Zhang et al., Genome
Research, 17:503-509, 2007). Como ejemplo adicional, pueden identificarse fragmentos proteicos tales como
fragmentos proteoliticos in vitro, tal como incubando polipéptidos de AARS de longitud completa u otros con
proteasas seleccionadas, o pueden identificarse de forma enddgena (por ejemplo, in vivo). En ciertas realizaciones,
pueden generarse o identificarse fragmentos proteicos tales como fragmentos proteoliticos endégenos, por ejemplo,
expresando de forma recombinante polipéptidos de AARS de longitud completa u otros en un microorganismo
seleccionado o una célula eucariota que se ha modificado para contener una o mas proteasas seleccionadas o que
contiene de forma natural una 0 mas proteasas que son capaces de actuar en un polipéptido de AARS seleccionado,
y aislar y caracterizar los fragmentos proteicos producidos de forma endégena del mismo.

En ciertas realizaciones, los fragmentos proteicos tales como fragmentos proteoliticos enddégenos (por ejemplo, de
origen natural) pueden generarse o identificarse, por ejemplo, de diversas fracciones celulares (por ejemplo,
citosdlicas, de membrana, nucleares) y/o medio de cultivo de diversos tipos celulares, incluyendo, por ejemplo,
células inmunitarias tales como monocitos, células dendriticas, macréfagos (por ejemplo, macrofagos RAW 264.7),
neutrdéfilos, eosindfilos, baséfilos y linfocitos, tales como linfocitos B y linfocitos T (por ejemplo, linfocitos auxiliares
CD4+ y citoliticos CD8+), incluyendo linfocitos T primarios y lineas de linfocitos T, tales como linfocitos T de Jurkat,
asi como linfocitos citoliticos naturales (NK).

En ciertas realizaciones, pueden identificarse fragmentos proteicos tales como fragmentos proteoliticos endégenos,
generados de cualquier modo, por técnicas tales como espectrometria de masas, o técnicas equivalentes. Una vez
que se ha generado o identificado un fragmento proteico in vitro o identificado de forma enddgena, este puede
mapearse 0 secuenciarse y, por ejemplo, clonarse en un vector de expresion para producciéon recombinante, o
producirse de forma sintética.

Puede usarse una amplia diversidad de proteasas para producir, identificar, derivar o caracterizar la secuencia de
fragmentos proteicos de AARS tales como fragmentos proteoliticos. En general, las proteasas se clasifican
habitualmente segun tres criterios principales: (i) la reaccion catalizada, (ii) la naturaleza quimica del sitio catalitico y
(iii) la relacién evolutiva, como se revela por la estructura. Los ejemplos generales de proteasas o proteinasas, como
se clasifican por mecanismo de catdlisis, incluyen proteasas asparticas, serina proteasas, cisteina proteasas y
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metaloproteasas.

La mayoria de proteasas asparticas pertenecen a la familia de pepsina. Esta familia incluye enzimas digestivas tales
como pepsina y quimosina, asi como catepsinas D lisosémicas y enzimas de procesamiento tales como renina, y
ciertas proteasas fungicas (por ejemplo, penicillopepsina, rhizopuspepsina, endotiapepsina). Una segunda familia de
proteasas asparticas incluye proteinasas viricas tales como la proteasa del virus del SIDA (VIH), también
denominada retropepsina.

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

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

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

Las proteasas ilustrativas incluyen, por ejemplo, acromopeptidasa, aminopeptidasa, ancrod, enzima conversora de
angiotensina, bromelaina, calpaina, calpaina I, 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, quimopapaina, quimasa,
quimotripsina, clostripaina, colagenasa, complemento C1r, complemento C1s, factor de complemento D, factor de
complemento |, cucumisina, dipeptidil peptidasa 1V, elastasa (leucocito), elastasa (pancreatica), endoproteinasa Arg-
C, endoproteinasa Asp-N, endoproteinasa Glu-C, endoproteinasa Lys-C, enteroquinasa, factor Xa, ficina, furina,
granzima A, granzima B, proteasa del VIH, IGasa, calicreina tisular, leucina aminopeptidasa (general), leucina
aminopeptidasa (citosol), leucina aminopeptidasa (microsémica), metaloproteasa de matriz, 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, estreptoquinasa, subtilisina,
termolisina, trombina, activador de plasmindgeno tisular, tripsina, triptasa y uroquinasa.

Ciertas realizaciones se refieren a polipéptidos de AARS aislados, que comprenden, que consisten esencialmente
en, 0 que consisten en secuencias de aminoacidos que se han derivado de fragmentos polipeptidicos de AARS de
origen natural, enddégenos y composiciones farmacéuticas que comprenden dichos fragmentos, y métodos de uso de
los mismos. Estas realizaciones y otras relacionadas pueden generarse o identificarse in vivo, ex vivo y/o in vitro. En
ciertas realizaciones in vitro preferidas, se generan o identifican fragmentos proteoliticos de AARS incubando un
polipéptido de AARS, tal como un polipéptido de AARS de longitud completa, con una o mas proteasas humanas
aisladas, principalmente las proteasas que son enddgenas o naturales de seres humanos, tales como elastasa y
otras descritas en el presente documento y conocidas en la técnica. Otras realizaciones se refieren a polipéptidos de
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 de origen natural, endégenas, y composiciones
farmacéuticas que comprenden dichos fragmentos, y métodos de uso de los mismos. Esencialmente, un fragmento
proteico de AARS puede aislarse de muestras que se han expuesto a proteasas, bien in vivo o bien in vitro.

En ciertas realizaciones, pueden identificarse fragmentos proteicos de AARS mediante técnicas tales como
espectrometria de masas, o técnicas equivalentes. Unicamente como ilustracién y no como limitacion, en ciertas
realizaciones los proteomas de diversos tipos celulares, tejidos o fluidos corporales de diversos estados fisioldégicos
(por ejemplo, hipoxia, dieta, edad, enfermedad) o fracciones de los mismos pueden separarse por SDS-PAGE 1D y
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los carriles de los geles cortarse en bandas a intervalos fijos; después de lo cual las bandas pueden digerirse
opcionalmente con una proteasa apropiada, tal como tripsina, para liberar los péptidos, que pueden después
analizarse por CL-EM/EM de fase inversa 1D. Los datos protedémicos resultantes pueden integrarse en los
denominados peptografos que representan, en el panel izquierdo, la cobertura de secuencia para una proteina dada
en la dimension horizontal (del extremo N a C terminal, de izquierda a derecha) frente a migracion en SDS-PAGE en
dimension vertical (peso molecular de alto a bajo, de arriba a abajo). Los fragmentos peptidicos especificos pueden
después secuenciarse 0 mapearse. En ciertas realizaciones, el fragmento de referencia de AARS puede
caracterizarse por su peso molecular Gnico, en comparacién, por ejemplo, con el peso molecular de la AARS de
longitud completa correspondiente.

Como se indica anteriormente, las realizaciones de la presente invencion incluyen los polipéptidos AARS expuestos
en la Tabla o las Tablas 1-3, o la Tabla o las Tablas 4-6, o la Tabla o las Tablas 7-9. También se incluyen "variantes"
de los polipéptidos de referencia de AARS. La indicacién "variante" polipeptidica se refiere a polipéptidos que se
distinguen de un polipéptido de AARS de referencia mediante la adicién, delecién y/o sustitucion de al menos un
resto de aminoécido, y que normalmente conservan (por ejemplo, imitan) o modulan (por ejemplo, antagonizan) una
0 mas actividades no canénicas de un polipéptido de AARS de referencia.

Ademas, las histidil ARNt sintetasas humanas incluyen varios cientos de formas polimérficas altamente
relacionadas, y se sabe en la técnica que estas son al menos parcialmente funcionalmente intercambiables. Seria
por lo tanto un asunto rutinario seleccionar una variante de origen natural de histidil ARNt sintetasa, incluyendo, por
ejemplo, las formas polimorficas de un Unico nucleétido enumeradas en la Tabla A para crear un polipéptido AARS
gue contiene uno o mas cambios de aminoacidos basados en la secuencia de cualquiera de los homologos,
ortélogos e isoformas de origen natural de ser humano asi como otras especies de histidil ARNt sintetasa.

Tabla A
SNP de histidil ARNt sintetasa humana

Numero de Referencia de GenBank |Cambio de Nucle6tidos
rs78741041 GIT

rs34790864 CIG

rs34732372 CIT

rs11548125 A/IG

rs11548124 CIG

rs2230361 CIT

rs1131046 CIT

rs1131045 CIG

rs1131044 CIT

rs1131043 CIG

rs1131042 IA/C

rs1131041 CIG

rs1131040 A/IG

rs1131039 CIT

rs1131038 A/IG

rs1131037 A/IG

rs1131036 A/IG

rs1131035 CIT

rs1131034 A/IG

rs1131033 A/IG

rs1131032 A/IG

rs1050252 CIT

rs1050251 AT

rs1050250 A/IG

rs1050249 CIT

rs1050248 AT

rs1050247 CIT

rs1050246 CIG

rs1050245 CIG

rs71835204 (DELECION GRANDE) /-
rs71766955 (DELECION GRANDE) /-
rs71835204 (DELECION GRANDE) /-
rs71766955 (DELECION GRANDE) /-

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

En ciertas realizaciones, una variante polipeptidica incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % o mas identidad de secuencia o similitud con una secuencia correspondiente de un polipéptido de
referencia de AARS, como se describe en el presente documento, y conserva sustancialmente la actividad no
canonica de ese polipéptido de referencia. También se incluyen secuencias que difieren de las secuencias de AARS
de referencia por la adicion, delecion o sustitucion de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150 o mas aminoacidos pero que conservan las propiedades del
polipéptido de AARS de referencia. En ciertas realizaciones, las adiciones o supresiones de aminoacidos suceden
en el extremo C-terminal y/o en el extremo N-terminal del polipéptido de referencia de AARS. En ciertas
realizaciones, las adiciones de aminoéacidos incluyen 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
30, 40, 50 o mas restos de tipo silvestre (es decir, del polipéptido de AARS de longitud completa correspondiente)
gue estan préximos al extremo C-terminal y/o el extremo N-terminal del polipéptido de referencia de AARS.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos variantes difieren de las secuencias de referencia de AARS
correspondientes en al menos un 1 %, pero menos del 20 %, 15 %, 10 % o 5 % de los restos. (Si esta comparacion
requiere alineamiento, las secuencias deberian alinearse para similitud maxima. Las secuencias “omitidas” de
supresiones o inserciones, o desapareamientos, se consideran diferencias). Las diferencias son, convenientemente,
las diferencias o cambios en un resto no esencial 0 una sustitucion conservativa. En ciertas realizaciones, el peso
molecular de un polipéptido de AARS variante difiere del polipéptido de referencia de AARS en aproximadamente
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10 %, 4 %, 5%, 6 %, 7 %, 8% %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %,
17 %, 18 %, 19 %, 20 % o0 mas.

También se incluyen "fragmentos" biolégicamente activos de los polipéptidos de referencia de AARS, es decir,
fragmentos biolégicamente activos de los fragmentos proteicos de AARS. Los fragmentos biolégicamente activos
representativos participan en general en una interaccion, por ejemplo, una interaccion intramolecular o una
interaccion intermolecular. Una interaccion intermolecular puede ser una interaccion de union especifica o una
interaccion enzimatica. Una interaccion intermolecular puede ser entre un polipéptido de AARS y un compafiero de
union celular, tal como un receptor celular u otra molécula hospedadora que participa en la actividad no canénica del
polipéptido de AARS. En algunas realizaciones, proteinas de AARS, variantes y fragmentos biolégicamente activos
de las mismas, se unen con uno 0 mas compaferos de union celular 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 proteico
de AARS por un compariero de unién celular seleccionado, particularmente un compafiero de unién que participa en
una actividad no candnica, es normalmente mas fuerte que la del polipéptido de AARS de longitud completa
correspondiente al fragmento proteico de AARS, en al menos aproximadamente 1,5x, 2x, 2,5x, 3x, 3,5x, 4x, 4,5x, 5X,
6X, 7X, 8X, 9%, 10x, 15x, 20x, 25x, 30x, 40x, 50%, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 200x, 300x, 400x, 500x, 600x, 700x, 800x,
900x, 1.000x o mas (incluyendo todos los nimeros enteros entre medias). La afinidad de unién de un fragmento
proteico de AARS por un compafiero de union que participa en al menos una actividad canénica de un AARS es
normalmente mas débil que la del polipéptido de AARS de longitud completa correspondiente al fragmento proteico
de AARS, en al menos aproximadamente 1,5x, 2x, 2,5%, 3%, 3,5x, 4x, 4,5X%, 5%, 6X, 7x, 8%, 9x, 10x, 15x%, 20x, 25x, 30X,
40x, 50x%, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 200x, 300x, 400x, 500x, 600x, 700x, 800x, 900x, 1.000x 0 mas.

Normalmente, los fragmentos biolégicamente activos comprenden un dominio o motivo con al menos una actividad
de un polipéptido de referencia de AARS y pueden incluir uno o mas (y en algunos casos todos) de los diversos
dominios activos, e incluyen fragmentos que tienen una actividad no canénica. En algunos casos, los fragmentos
bioldgicamente activos de un polipéptido de AARS tienen una actividad biolégica que es Unica del fragmento
truncado, particular, de modo que el polipéptido de AARS de longitud completa puede no tener esa actividad. En
ciertos casos, la actividad biolégica puede revelarse separando el fragmento polipeptidico de AARS biol6gicamente
activo de las otras secuencias polipeptidicas de AARS de longitud completa, o alterando ciertos restos de la
secuencia polipeptidica de tipo silvestre de AARS de longitud completa para desenmascarar los dominios
biol6gicamente activos.

Un fragmento biolégicamente activo de un polipéptido de referencia de AARS puede ser un fragmento polipeptidico
que es, por ejemplo, de 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 o mas aminoacidos contiguos o0 no contiguos,
incluyendo todos los nimeros enteros (por ejemplo, 101, 102, 103) e intervalos (por ejemplo, 50-100, 50-150, 50-
200) entre medias, de las secuencias de aminoacidos expuestas en uno cualquiera de los polipéptidos de referencia
AARS descritos en el presente documento, pero normalmente excluyen la AARS de longitud completa. En ciertas
realizaciones, un fragmento biolégicamente activo comprende una secuencia, un dominio o un motivo no relacionado
con actividad no canodnica. En ciertas realizaciones, la region C-terminal o N-terminal de cualquier polipéptido de
referencia de AARS puede estar truncada en aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 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

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2653 718 T3

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
nameros enteros e intervalos entre medias (por ejemplo, 101, 102, 103, 104, 105), siempre que los polipéptidos de
AARS truncados conserven la actividad no candnica del polipéptido de referencia. normalmente, el fragmento
biolbgicamente activo no tiene menos de aproximadamente 1 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %,
aproximadamente 25 % o aproximadamente 50 % de una actividad del polipéptido de referencia de AARS
biolégicamente activo (es decir, actividad no canonica) del que deriva. Se describen en los Ejemplos métodos a
modo de ejemplo para medir las actividades no candnicas.

Como se ha indicado anteriormente, un polipéptido de AARS puede alterarse de diversas maneras incluyendo
sustituciones, supresiones, truncamientos e inserciones de aminoacidos. Se conocen en general en la técnica
métodos para dichas manipulaciones. Por ejemplo, pueden prepararse variantes de secuencia de aminoacidos de
un polipéptido de referencia de AARS por mutaciones en el ADN. Se conocen bien en la técnica métodos para
mutagénesis y alteraciones de la secuencia de nucleétidos. 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 Estados Unidos N.°
4.873.192, Watson, J. D. et al., ("Molecular Biology of the Gene", Cuarta Edicidin, Benjamin/Cummings, Menlo Park,
Calif., 1987) y las referencias citadas en las mismas. Puede encontrarse orientacién con respecto a sustituciones de
aminoacidos apropiadas que no afectan a actividad bioldgica de la proteina en el modelo de Dayhoff et al., (1978)
Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.).

De forma similar estd dentro de la experiencia de la técnica abordar y/o mitigar las preocupaciones de
inmunogenicidad si surgen usando un polipéptido de AARS, por ejemplo, mediante el uso de programas de
reconocimiento informatico automaticos para identificar epitopos de linfocitos T potenciales, y enfoques de evolucion
dirigida para Identificar formas menos inmunogénicas.

Se conocen en la técnica métodos para explorar productos génicos de bibliotecas combinatorias preparadas por
mutaciones puntuales o truncamiento y para explorar bibliotecas de ADNc con respecto a productos génicos que
tengan una propiedad seleccionada. Dichos métodos son adaptables para exploracion rapida de las bibliotecas
génicas generadas por mutagénesis combinatoria de polipéptidos de AARS. Puede usarse mutagénesis de conjunto
recursiva (REM), una técnica que potencia la frecuencia de mutantes funcionales en las bibliotecas, en combinacion
con los ensayos de exploracion para identificar variantes polipeptidicas de AARS (Arkin y Yourvan, Proc. Nat. Acad.
89:7811-7815, Delgrave et al., (1993) Protein Engineering, 6:327-331). Como se analiza en mas detalle
posteriormente pueden ser deseables sustituciones conservativas, tales como intercambiar un aminoacido con otro
que tenga propiedades similares.

Los polipéptidos de AARS variantes y/o truncados biolégicamente activos pueden contener substituciones de
aminoacidos conservativas en diversas localizaciones a lo largo de su secuencia, en comparacion con un resto de
aminoacido de AARS de referencia. Adicionalmente, se han secuenciado variantes de origen natural de proteinas de
AARS y se sabe en la técnica que son al menos parcialmente funcionalmente intercambiables. Seria por lo tanto un
asunto rutinario seleccionar una posicion de aminoacido para introducir una mutacién conservativa o0 no conservativa
en un polipéptido de AARS basandose en variaciones de secuencia de origen natural entre los homélogos, ortélogos
e isoformas de origen natural de proteina de AARS de ser humano asi como otras especies de una proteina de
AARS.

Una "sustitucion de aminoacidos conservativa" es una en la que el resto de aminoacido se remplaza con un resto de
aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de restos de aminoacidos que
tienen cadenas laterales similares, que pueden subclasificarse en general de la siguiente manera:

Acidos: El resto tiene una carga negativa debido a una pérdida del ion H a pH fisioldgico y el resto es atraido por
solucion acuosa para buscar las posiciones en superficie en la conformacion de un péptido en el que esta contenido
cuando el péptido esta en un medio acuoso a pH fisiolégico. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral acida
incluyen acido glutamico y acido aspartico.

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

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

Hidréfobos: Los restos no tienen carga a pH fisiolégico y el resto es repelido por soluciéon acuosa para buscar las
posiciones internas en la conformacion de un péptido en el que esta contenido cuando el péptido esta en un medio
acuoso. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral hidr6foba incluyen tirosina, valina, isoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina y triptéfano.
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Neutros/polares: Los restos no tienen carga a pH fisioldgico, pero el resto no es repelido lo suficiente por las
soluciones acuosas de modo que buscaria posiciones internas en la conformacién de un péptido en el que esté
contenido cuando el péptido esta en medio acuoso. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral neutra/polar
incluyen asparagina, glutamina, cisteina, histidina, serina y treonina.

Esta descripcion también caracteriza ciertos aminoacidos como "pequefios" ya que sus cadenas laterales no son
suficientemente grandes, incluso si carecen de grupos polares, para conferir hidrofobicidad. Con la excepcién de
prolina, los aminoacidos "pequefios” son los que tienen cuatro carbonos 0 menos cuando al menos un grupo polar
esta en la cadena lateral y tres carbonos 0 menos cuando no. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral
pequefia incluyen glicina, serina, alanina y treonina. El aminoacido secundario codificado por genes prolina es un
caso especial debido a sus efectos conocidos en la conformacion secundaria de cadenas peptidicas. La estructura
de prolina difiere de todos los otros aminoacidos de origen natural porque su cadena lateral esta unida con el
nitrégeno en el grupo a-amino, asi como el a-carbono. Se conocen en la técnica varias matrices de similitud de
aminoacidos (véase, por ejemplo, matriz PAM120 y matriz PAM250 como se desvela por ejemplo en Dayhoff et al.,
1978, A model of evolutionary change in proteins). Las matrices para determinar las relaciones de distancia en M. O.
Dayhoff, (ed.), Atlas of protein sequence and structure, Vol. 5, pags. 345-358, National Biomedical Research
Foundation, Washington DC; y por Gonnet et al., (Science, 256:14430-1445, 1992), sin embargo, incluyen prolina en
el mismo grupo que glicina, serina, alanina y treonina. En consecuencia, para los fines de la presente invencion, la
prolina se clasifica como un aminoacido "pequefo".

El grado de atraccidon o repulsion requerido para la clasificacion como polar o no polar es arbitrario y, por lo tanto, los
aminoacidos contemplados especificamente por la invencion se han clasificado como uno o el otro. La mayoria de
aminoacidos no nombrados especificamente pueden clasificarse basandose en el comportamiento conocido.

Los restos de aminoéacidos pueden subclasificarse adicionalmente como ciclicos o no ciclicos, y aromaticos o no
aromaticos, clasificaciones autoexplicativas con respecto a los grupos sustituyentes de cadena lateral de los restos,
y como pequefios o grandes. El resto se considera pequefio si contiene un total de cuatro atomos de carbono o
menos, incluyendo el carbono carboxilo, siempre que esté presente un sustituyente polar adicional; tres 0 menos si
no. Los restos pequefios son, por supuesto, siempre no aromaticos. Dependiendo de sus propiedades estructurales,
los restos de aminoacidos pueden incluirse en dos o mas clases. Para los aminoacidos de proteinas de origen
natural, la subclasificacion de acuerdo con este esquema se presenta en la Tabla B.

Tabla B: Subclasificacion de Aminoacidos

Subclases Aminoacidos
Acidos Acido aspartico, 4cido Glutamico
Basicos No ciclicos: Arginina, Lisina; Ciclicos: Histidina
Carga Acido aspartico, acido glutamico, arginina, lisina, histidina
Pequefios Glicina, Serina, Alanina, Treonina, Prolina
Asparagina, Histidina, Glutamina, Cisteina, Serina,
Polares/neutros )
Treonina
Polares/grandes Asparagina, Glutamina

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

Aromaticos Triptéfano, Tirosina, Fenilalanina

Restos que influyen en la orientacion de cadena | Glicina y Prolina

Hidréfobos

La sustitucion de aminoacidos conservativa también incluye agrupamientos basados en cadenas laterales. Por
ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales hidroxilo-alifaticas es serina y treonina; un grupo
de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amidas es asparagina y glutamina; un grupo de
aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos
que tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas
laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Por ejemplo, es razonable esperar que el remplazo de una
leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, una treonina con una serina o un remplazo
similar de un aminoéacido con un aminoéacido relacionado estructuralmente no tendrd un efecto importante en las
propiedades del polipéptido variante resultante. Si un cambio de aminoacido da como resultado un polipéptido de
AARS variante y/o truncado funcional puede determinarse facilmente ensayando su actividad no canénica, como se
describe en el presente documento. Se muestran sustituciones conservativas en la Tabla C bajo el encabezamiento
de sustituciones a modo de ejemplo. Se realizan sustituciones de aminoacidos que quedan dentro del alcance de la
invencién, en general, seleccionando sustituciones que no difieren significativamente en su efecto en el
mantenimiento de (a) la estructura de la cadena principal peptidica en el area de la sustitucién, (b) la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, (c) el volumen de la cadena lateral, o (d) la funcion biolégica. Después
de introducirse las sustituciones, las variantes se exploran con respecto a actividad biologica.
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Tabla C: sustituciones de aminoacidos a modo de eje  mplo

Resto Original Sustituciones a modo de |Sustituciones preferidas
ejemplo

Ala Val, Leu, lle 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, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, Gin, Asn Arg
Met Leuy, lle, Phe Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala Leu
Pro Gly Gly
Ser Thr Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Leu, Met, Phe, Ala, Norleu Leu

Como alternativa, los aminoéacidos similares para realizar sustituciones conservativas pueden agruparse en tres
categorias basandose en la identidad de las cadenas laterales. El primer grupo incluye acido glutamico, acido
aspartico, arginina, lisina, histidina, que tienen todos cadenas laterales con carga; el segundo grupo incluye glicina,
serina, treonina, cisteina, tirosina, glutamina, asparagina; y el tercer grupo incluye leucina, isoleucina, valina, alanina,
prolina, fenilalanina, triptéfano, metileno, como se describe en Zubay, G., Biochemistry, tercera edicién, 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 con otro resto de aminoacido de la misma familia de cadena lateral. Como alternativa,
pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de toda o parte de una secuencia codificante de AARS, tal
como por mutagénesis de saturacion, y los mutantes resultantes pueden explorarse con respecto a una actividad del
polipéptido parental para identificar mutantes que conservan esa actividad. Después de mutagénesis de las
secuencias codificantes, el péptido codificado puede expresarse de forma recombinante y puede determinarse la
actividad del péptido. Un resto de aminoacido “no esencial” es un resto que puede alterarse de la secuencia de
referencia de un polipéptido de realizacion sin anular o alterar sustancialmente una o mas de sus actividades.
Convenientemente, la alteracion no ha anulado sustancialmente una de estas actividades, por ejemplo, la actividad
es al menos 20 %, 40 %, 60 %, 70 % u 80 % 100 %, 500 %, 1000 % o mas de la secuencia de AARS de referencia.
Un resto de aminoacido “esencial” es un resto que, cuando se altera de la secuencia de referencia de un polipéptido
de AARS, da como resultado una anulacién de una actividad de la molécula parental de modo que esté presente
menos del 20 % de la actividad de referencia. Por ejemplo, dichos restos de aminoacidos esenciales incluyen los
que estan conservados en polipéptidos de AARS entre diferentes especies, incluyendo las secuencias que estan
conservadas en el sitio o los sitios 0 motivo o motivos de unién activos de polipéptidos de AARS de diversas fuentes.

En general, se aislan polipéptidos y polipéptidos de fusidon (asi como sus polinucledtidos codificantes). Un
polipéptido o polinucleétido “aislado” es uno que esta retirado de su ambiente original. Por ejemplo, una proteina de
origen natural esta aislada si se separa de algunos o todos de los materiales coexistentes en el sistema natural.
Preferentemente, dichos polipéptidos son al menos aproximadamente 90 % puros, mas preferentemente al menos
aproximadamente 95 % puros y mas preferentemente al menos aproximadamente 99 % puros. Se considera que un
polinucleétido esta aislado si, por ejemplo, se clona en un vector que no es parte del ambiente natural.

Ciertas 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 WRS truncado) y/o heterodimeros entre un polipéptido de AARS y un polipéptido
heterdlogo. Ciertos heterodimeros, tales como los que estan entre un polipéptido de AARS y un polipéptido
heterdlogo, pueden ser bifuncionales, como se describe en el presente documento.

También se incluyen monémeros de polipéptidos de AARS, incluyendo mondmeros de polipéptidos de AARS
aislados que no dimerizan sustancialmente con un segundo polipéptido de AARS, bien debido a una o mas
sustituciones, truncamientos, supresiones, adiciones, modificaciones quimicas o una combinacion de estas
alteraciones. En ciertas realizaciones, los polipéptidos de AARS monoméricos poseen actividades bioldgicas,
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incluyendo actividades no candnicas, que no poseen complejos polipeptidicos de AARS diméricos 0 multiméricos.
Ciertas realizaciones de la presente invencion también contemplan el uso de polipéptidos de AARS maodificados,
incluyendo modificaciones que mejoraron las caracteristicas deseadas de un polipéptido de AARS, como se
describe en el presente documento. Las modificaciones de polipéptidos de AARS de la invencién incluyen
derivatizaciones quimicas y/o enzimaticas en uno o mas aminoacidos constituyentes, incluyendo modificaciones de
cadena lateral, modificaciones de cadena principal y modificaciones N y C terminales incluyendo acetilacion,
hidroxilacién, metilaciéon, amidacién y la unién de restos de carbohidratos o lipidicos, cofactores y similares. Las
modificaciones a modo de ejemplo también incluyen pegilacién 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).

PEG es un polimero bien 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
guimicamente estable. Por estas y otras razones, el PEG se ha seleccionado como el polimero preferido para unién,
pero se ha empleado solamente para fines de ilustracion y no de limitacion. Pueden obtenerse productos similares
con otros polimeros solubles en agua, incluyendo sin limitacién, 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,
anhidrido maleico/de etileno y poliaminoacidos. Un experto en la materia serda capaz de seleccionar el polimero
deseado basandose en la dosificacion, el tiempo de circulacion, la resistencia a protedlisis y otras consideraciones
deseadas.

En particular, una amplia diversidad de derivados de PEG estan disponibles y son adecuados para su uso en la
preparacion de conjugados de PEG. Por ejemplo, los reactivos de PEG de NOF Corp. comercializados con el
nombre comercial de serie SUNBRIGHT® proporcionan numerosos derivados de PEG, incluyendo
metoxipolietilenglicoles y derivados de PEG activados tales como metoxi-PEG aminas, maleimidas, ésteres de N-
hidroxisuccinimida y acidos carboxilicos para acoplamiento por diversos métodos con el extremo N terminal, C
terminal o cualquier aminoéacido interno del polipéptido de AARS. La tecnologia de PEGilaciéon avanzada de Nektar
Therapeutics también ofrece diversas tecnologias de acoplamiento a PEG para mejorar potencialmente la seguridad
y eficacia de un producto terapéutico basado en polipéptido de AARS.

Una busqueda de patentes, solicitudes de patente publicadas y publicaciones relacionadas también proporcionara a
los expertos en la materia que lean la presente divulgacion posibles tecnologias de acoplamiento de PEG
significativas y derivados de PEG. Por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos n.° 6.436.386; 5.932.462; 5.900.461;
5.824.784; y 4.904.584; describen dichas tecnologias y derivados, y métodos para su fabricacion.

En ciertos aspectos, puede utilizarse tecnologia de ligamiento quimioselectivo para modificar polipéptidos de AARS
de la invencion, tal como uniendo polimeros de una manera especifica de sitio y controlada. Dicha tecnologia se
basa normalmente en la incorporacion de anclajes quimioselectivos en la cadena principal proteica por medios
quimicos o recombinantes, y la posterior modificacion con un polimero que porta un enlazador complementario.
Como resultado, el proceso de ensamblaje y la estructura covalente del conjugado de polimero-proteina resultante
puede controlarse, permitiendo la optimizacion racional de propiedades farmacolégicas, tales como eficacia y
propiedades farmacocinéticas (véase, por ejemplo, Kochendoerfer, Current Opinion in Chemical Biology 9: 555-560,
2005).

En otras realizaciones, también se incluyen proteinas de fusién de polipéptido de AARS con otras proteinas, y estas
proteinas de fusion pueden aumentar la actividad bioldgica, secrecion, direccién, vida biolégica, capacidad de
penetrar las membranas celulares, o la barrera hematoencefalica, o propiedades farmacocinéticas del polipéptido de
AARS. Los ejemplos de proteinas de fusidon que mejoran las propiedades farmacocinéticas (“modificadores de PK")
incluyen sin limitacion, fusiones con albumina 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. Adicionalmente, la fusién con
secuencias polipeptidicas conformacionalmente desordenadas compuestas de los aminoacidos Pro, Ala y Ser
(“PASilacion”) o almidon de hidroxietilo (comercializado con el nombre comercial HESYLATION®) proporciona un
modo sencillo de aumentar el volumen hidrodinamico del polipéptido de AARS. Esta extension adicional adopta una
estructura aleatoria voluminosa que aumenta significativamente el tamafio de la proteina de fusion resultante. Por
este medio la eliminacion normalmente rapida de polipéptidos de AARS mas pequefios mediante filtracion por
rifones se retarda en varios érdenes de magnitud. Adicionalmente se ha mostrado que el uso de proteinas de fusion
de 1gG permite que algunas proteinas de fusién penetren en la barrera hematoencefalica (Fu et al., (2010) Brain
Res. 1352: 208-13).

Los ejemplos de proteinas de fusién que mejoran la penetracion a través de membranas celulares incluyen fusiones
con secuencias de translocacion de membrana. En este contexto, la expresion “secuencias de translocacion de
membrana” se refiere a secuencias de aminoacidos de origen natural y sintéticas que tienen capacidad de
translocacién de membrana a través de una membrana celular. Las secuencias de translocacion de membrana
representativas incluyen las basadas en las secuencias de translocacion de membrana de origen natural derivadas
de la proteina Tat y proteina de transcripcion homedtica Antennapedia, asi como secuencias de translocacion de
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membrana sintéticas basadas completamente o en parte en restos de poli Arginina y Lisina. Las secuencias de
translocacion de membrana representativas incluyen por ejemplo las desveladas en las siguientes patentes,
US5.652.122; US5.670.617; 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;
WO02007106554A2; WO02069930A1; WO03049772A2; WO03106491A2; y WO2008063113A1.

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

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

Los polipéptidos de AARS descritos en el presente documento pueden prepararse por cualquier procedimiento
adecuado conocido por los expertos en la materia, tal como por técnicas recombinantes. Ademas de métodos de
produccion recombinante, los polipéptidos de la invencién pueden producirse por sintesis peptidica directa usando
técnicas de fase sdlida (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149-2154 (1963)). Puede realizarse sintesis de proteinas
usando técnicas manuales o por automatizacién. Puede conseguirse sintesis automatica, por ejemplo, usando
sintetizador peptidico Applied Biosystems 431A (Perkin Elmer). Como alternativa, diversos fragmentos pueden
sintetizarse quimicamente por separado y combinarse usando métodos quimicos para producir la molécula deseada.

IV. POLINUCLEOTIDOS DE AARS

Las realizaciones de la presente invencién incluyen polinucleétidos que codifican uno o mas fragmentos proteicos de
nueva identificacion de una aminoacil ARNt sintetasa (AARS), ademas de complementos, variantes y fragmentos de
los mismos. En ciertas realizaciones, un polinucleétido de AARS codifica todas o una parte de la secuencia o las
secuencias de referencia del polipéptido de AARS como se expone en la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9,
que representan variantes de corte y empalme, fragmentos proteoliticos u otro tipo de fragmentos de histidil ARNt
sintetasa. Ciertas realizaciones incluyen polinucleétidos que codifican polipéptidos o proteinas que comprenden la
secuencia de uno o mas puntos de unién de corte y empalme de esas variantes de corte y empalme, ademas de
complementos, variantes y fragmentos de las mismas. En ciertas realizaciones, normalmente debido a la naturaleza
singular de una variante de corte y empalme de AARS seleccionada, que combina exones de una manera nueva o
excepcional, las secuencias de referencia de polinucleétidos de AARS comprenden un punto de unién de corte y
empalme Unico o excepcional. Ciertas realizaciones excluyen un polinucleétido de AARS de longitud completa
correspondiente.

También se incluyen dentro de los polinucleétidos de AARS de la presente invencién cebadores, sondas,
oligonucledtidos antisentido y agentes de interferencia de ARN que comprenden todos o una parte de estos
polinucleétidos de referencia, que son complementarios de todos o una parte de estos polinucleétidos de referencia,
o que hibridan especificamente con estos polinucleétidos de referencia, como se describe en el presente
documento.

La expresion “polinucledtido” o “acido nucleico” como se usa en el presente documento designa ARNm, ARN, ARNCc,
ADNc o ADN. EIl término normalmente se refiere a una forma polimérica de nucleétidos de al menos 10 bases de
longitud, bien ribonucle6tidos o bien desoxinucledtidos o una forma modificada de un tipo de nucledétido. El término
incluye formas mono y bicatenarias de ADN. Los términos “ADN” y “polinucle6tido” y “acido nucleico” se refieren a
una molécula de ADN que se ha aislado de 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 pero aln esta sustancialmente aislado de, o purificado de, ADN genémico total de la especie de la que
se obtiene el segmento de ADN. También se incluyen polinucleétidos no codificantes (por ejemplo, cebadores,
sondas, oligonucleétidos), que no codifican un polipéptido de AARS. Se incluyen dentro de las expresiones
“segmento de ADN” y “polinucleétido” segmentos de ADN y fragmentos mas pequefios de dichos segmentos, y
también vectores recombinantes, incluyendo, por ejemplo, plasmidos, cdsmidos, fagémidos, fagos, virus y similares.

Las secuencias codificantes o no codificantes adicionales pueden, aunque no es necesario, estar presentes dentro
de un polinucleétido de la presente invencion, y un polinucleétido puede estar, aunque no es necesario que esté,
unido a otras moléculas y/o materiales de apoyo. Por lo tanto, los polinucleétidos de la presente invencion,
independientemente de la longitud de la secuencia codificante en si misma, pueden combinarse con otras
secuencias de ADN, tales como promotores, sefiales de poliadenilacién, sitios de enzimas de restriccion adicionales,
sitios de clonacién multiple, otros segmentos codificantes, y similares, de modo que su longitud global puede variar
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considerablemente.

Se contempla por lo tanto que puede emplearse un fragmento polinucleotidico de casi cualquier longitud; estando
limitada la longitud preferentemente por la facilidad de preparacion y uso en el protocolo de ADN recombinante
pretendido. 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, 42, 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 o mas (incluyendo todos los nimeros enteros entre medias) bases
de longitud, incluyendo cualquier parte o fragmento (por ejemplo, mayor de aproximadamente 6, 7, 8, 9 o 10
nucleétidos de longitud) de un polinucleétido de referencia de AARS (por ejemplo, nimero de bases XY, en el que X
es aproximadamente 1-3000 o mas e Y es aproximadamente 10-3000 o mas), o su complemento.

Las realizaciones de la presente invencion también incluyen “variantes” de las secuencias polinucleotidicas de
referencia de AARS. Las “variantes” polinucleotidicas pueden contener una o mas sustituciones, adiciones,
supresiones y/o inserciones en relacion con un polinucleétido de referencia. En general, las variantes de una
secuencia polinucleotidica de referencia de AARS pueden tener al menos aproximadamente 30 %, 40 % 50 %,
55%, 60%, 65%, 70%, generalmente al menos aproximadamente 75%, 80 %, 85%, idealmente
aproximadamente 90 % a 95 % o0 mas, y mas convenientemente aproximadamente 98 % o mas identidad de
secuencia con esa secuencia de nucleétidos particular como se determina por programas de alineamiento de
secuencias descritos en otra parte en el presente documento usando parametros por defecto. En ciertas
realizaciones, las variantes pueden diferir 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, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 60, 70, 80, 90, 100 (incluyendo todos los nimeros enteros entre medias) o
mas bases. En ciertas realizaciones, tales como cuando la variante polinucleotidica codifica un polipéptido de AARS
que tiene una actividad no canodnica, la actividad deseada del polipéptido de AARS no esta sustancialmente
disminuida en relacion con el polipéptido no modificado. El efecto en la actividad del polipéptido codificado puede
evaluarse en general como se describe en el presente documento.

Ciertas realizaciones incluyen polinucledtidos que hibridan con una secuencia polinucleotidica de AARS de
referencia, o con sus complementos, en condiciones rigurosas descritas posteriormente. Como se usa en el
presente documento, la expresion “hibrida en condiciones de baja rigurosidad, rigurosidad media, alta rigurosidad o
muy alta rigurosidad” describe condiciones para hibridacion y lavado. Puede encontrarse orientacion para realizar
reacciones de hibridaciéon en Ausubel et al., (1998, mencionado anteriormente), Secciones 6.3.1-6.3.6. Se describen
métodos acuosos y no acuosos en esta referencia y puede usarse cualquiera de ellos.

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

Las condiciones de rigurosidad media incluyen y abarcan de al menos aproximadamente 16 % v/v a al menos
aproximadamente 30 % v/v de formamida y de al menos aproximadamente 0,5 M a al menos aproximadamente 0,9
M de sal para hibridacion a 42 °C, y de al menos aproximadamente 0,1 M a al menos aproximadamente 0,2 M de sal
para lavado a 55 °C. Las condiciones de rigurosidad media también pueden incluir albimina de suero bovino 1 %
(BSA), EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS 7 % para hibridacioén a 65 °C y (i) SSC 2 x, SDS 0,1 %; o (ii) BSA
0,5 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), SDS 5 % para lavado a 60-65 °C. Una realizacion de condiciones de
rigurosidad media incluye hibridacién en SSC 6 x a aproximadamente 45 °C, seguido de uno o0 mas lavados en SSC
0,2 x, SDS 0,1 % a 60 °C. Las condiciones de alta rigurosidad incluyen y abarcan de al menos aproximadamente
31 % v/v a al menos aproximadamente 50 % v/v de formamida y aproximadamente 0,01 M a aproximadamente 0,15
M de sal para hibridacién a 42 °C, y aproximadamente 0,01 M a aproximadamente 0,02 M de sal para lavado a
55 °C.

Las condiciones de alta rigurosidad también pueden incluir BSA 1 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS 7 %
para hibridacién a 65 °C y (i) SSC 0,2 x, SDS 0,1 %; o (ii) BSA 0,5 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), SDS
1 % para lavado a una temperatura de mas de 65 °C. Una realizacion de condiciones de alta rigurosidad incluye
hibridaciéon en SSC 6 x a aproximadamente 45 °C, seguido de uno o mas lavados en SSC 0,2 x, SDS 0,1 % a 65 °C.
Una realizacion de condiciones de rigurosidad muy alta incluye hibridacion en fosfato sédico 0,5 M, SDS 7 % a
65 °C, seguido de uno o mas lavados en SSC 0,2 x, SDS 1 % a 65 °C.

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

Aungue se llevan a cabo normalmente lavados rigurosos a temperaturas de aproximadamente 42 °C a 68 °C, un
experto en la materia apreciara que pueden ser adecuadas otras temperaturas para condiciones rigurosas. La
velocidad de hibridacion maxima normalmente sucede a aproximadamente 20 °C a 25 °C por debajo de la Tm para
formacion de hibrido de ADN-ADN. Se conoce bien en la técnica que la Tm es la temperatura de fusién, o
temperatura a la que dos secuencias polinucleotidicas complementarias se disocian. Los métodos para estimar la Tm
se conocen bien en la técnica (véase Ausubel et al., mencionado anteriormente en la pagina 2.10.8).

En general, la Tm de una doble cadena perfectamente coincidente de ADN puede predecirse como una aproximacion
por la formula: Tm = 81,5 + 16,6 (logio M) + 0,41 (%G+C) - 0,63 (% formamida) - ( 600/longitud) en la que: 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 un porcentaje del nimero total de bases, dentro del intervalo entre 30 % y 75 % de G+C;
el % de formamida es el porcentaje de concentracion de formamida por volumen; la longitud es el nUmero de pares
de bases en el duplex de ADN. La Tm de un ADN duplex se reduce en aproximadamente 1 °C con cada aumento de
1 % en el nimero de pares de bases desapareados aleatoriamente. El lavado se lleva a cabo en general a Tm -15 °C
para alta rigurosidad o Tm - 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 tampon
de hibridacién (formamida desionizada al 50 %, SSC 5 x, Solucion de Denhardt 5 x (ficoll 0,1 %, polivinilpirrolidona
0,1 % y albumina de suero bovino 0,1 %), SDS 0,1 % y ADN de esperma de salmén desnaturalizado 200 mg/ml) que
contienen una sonda marcada. La membrana se somete después a dos lavados de rigurosidad media secuenciales
(es decir, SSC 2 x, SDS 0,1 % durante 15 minutos a 45 °C, seguido de SSC 2 x, SDS 0,1 % durante 15 minutos a
50 °C), seguido de dos lavados de mayor rigurosidad secuenciales (es decir, SSC 0,2 x, SDS 0,1 % durante 12
minutos a 55 °C seguido de SSC 0,2 % y solucion de SDS 0,1 % durante 12 minutos a 65-68 °C.

Como se ha indicado anteriormente, ciertas realizaciones se refieren a polinucleétidos de AARS que codifican un
polipéptido de AARS. Entre otros usos, estas realizaciones pueden utilizarse para producir de forma recombinante
un polipéptido de AARS deseado o variante del mismo, o para expresar el polipéptido de AARS en una célula
seleccionada o sujeto. Se apreciara por los expertos habituales en la materia que, como resultado de la degradacion
del cédigo genético, existen muchas secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido como se describe en el
presente documento. Algunos de estos polinucleétidos pueden portar homologia minima con la secuencia de
nucleétidos de cualquier gen nativo. No obstante, se contemplan especificamente en la presente invencion
polinucleétidos que varian debido a las diferencias en el uso codénico, por ejemplo polinucleétidos que se optimizan
para seleccién de codones humanos y/o primates.

Por lo tanto, mdltiples polinucleétidos pueden codificar los polipéptidos de AARS de la invencién. Ademas, la
secuencia polinuclectidica puede manipularse por diversas razones. Los ejemplos incluyen pero sin limitacion la
incorporacion de codones preferidos para potenciar la expresiéon del polinucleétido en diversos organismos (véase
en general Nakamura et al., Nuc. Acid. Res. (2000) 28 (1): 292). Ademas, pueden incorporar mutaciones silenciosas
para introducir, o eliminar sitios de restriccion, reducir la densidad de motivos dinucleotidicos de CpG (véase por
ejemplo, Kameda et al., Biochem. Biophys Res. Commun. (2006) 349 (4): 1269-1277) o reducir la capacidad de
secuencias monocatenarias para formar estructuras de tallo-bucle: (véase, por ejemplo, Zuker M., Nucl. Acid Res.
(2003); 31 (13): 3406-3415). Ademas, la expresién en mamiferos puede optimizarse adicionalmente incluyendo una
secuencia consenso de Kozak [es decir, (a/g)cc(a/g)ccATGg] en el codén de inicio. Se conocen en la técnica
secuencias consenso de Kozak Utiles para este fin (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 secuencia codificante en si
misma, pueden combinarse con otras secuencias de ADN, tales como promotores, sefiales de poliadenilacion, sitios
de enzimas de restriccion adicionales, sitios de clonacion multiples otros segmentos codificantes y similares, de
modo que su longitud total pueda variar considerablemente. Se contempla por lo tanto que puede emplearse un
fragmento polinucleotidico de casi cualquier longitud; estando la longitud total limitada preferentemente por la
facilidad de preparacion y uso en el protocolo de ADN recombinante pretendido.

Pueden prepararse polinucleétidos y fusiones de los mismos, manipularse y/o expresarse usando cualquiera de
diversas técnicas bien establecidas conocidas y disponibles en este campo. Por ejemplo, pueden usarse secuencias
polinucleotidicas que codifiquen polipéptidos de la invencién 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 apropiadas. Debido a la degradacion inherente del cddigo genético, pueden producirse otras
secuencias de ADN que codifican sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos o una funcionalmente
equivalente y estas secuencias pueden usarse para clonar y expresar un polipéptido dado.
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Como entenderan los expertos en la materia, puede ser ventajoso en algunos casos producir secuencias de
nucleotidos que codifican polipéptidos que posean codones de origen no natural. Por ejemplo, pueden seleccionarse
codones preferidos por un hospedador procariota o eucariota particular para aumentar la tasa de expresion de
proteinas o para producir un transcrito de ARN recombinante que tenga propiedades deseables, tales como una
semivida que es mas larga que la de un transcrito generado de la secuencia natural. Dichos polinucleétidos se
denominan habitualmente “de codones optimizados”. Puede utilizarse cualquiera de los polinucleétidos descritos en
el presente documento en una forma de codones optimizados. En ciertas realizaciones, un polinucleétido puede
tener codones optimizados para su uso en bacterias especificas tales como E. coli o levadura tal 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).

Ademas, las secuencias de polinucleétidos de la presente invencién pueden modificarse técnicamente usando
métodos generalmente conocidos en este campo para alterar secuencias que codifican polipéptidos por diversas
razones, incluyendo pero sin limitacién, alteraciones que modifican la clonacién, el procesamiento, la expresion y/o
la actividad del producto génico.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, pueden suministrarse polinucleétidos que codifican polipéptidos de la
invencion a un sujeto in vivo, por ejemplo, usando técnicas de terapia génica. La terapia génica se refiere en general
a la transferencia de acidos nucleicos heterélogos a ciertas células, células diana, de un mamifero, particularmente
un ser humano, con un trastorno o afecciones para las que se busca dicha terapia. El acido nucleico se introduce en
las células diana seleccionadas de una manera tal que el ADN heterdlogo se exprese y se produzca un producto
terapéutico codificado por el mismo.

Diversos vectores viricos que pueden utilizarse para terapia génica como se ensefia en el presente documento
incluyen adenovirus, virus del herpes, vaccinia, virus adenoasociado (VAA), o, preferentemente, un virus de ARN tal
como un retrovirus. Preferentemente, el vector retrovirico es un derivado de un retrovirus murino o aviar, 0 es un
vector lentivirico. El vector retrovirico preferido es un vector lentivirico. Los ejemplos de vectores retroviricos en los
gue puede insertarse un Unico gen ajeno incluyen, pero sin limitacion: virus de leucemia murina de Moloney
(MoMuLV), virus de sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus de tumor mamario murino (MuMTV), VIS, VIB, VIH
y virus del sarcoma de Rous (VSR). Varios vectores retroviricos adicionales pueden incorporar mdltiples genes.
Todos estos vectores pueden transferir o incorporar un gen para un marcador seleccionable de modo que puedan
identificarse y generarse células transducidas. Insertando una secuencia de interés de polipéptido de unién a ADN
derivado de dedo de cinc en el vector viral, junto con otro gen que codifica el ligando para un receptor en una célula
diana especifica, por ejemplo, el vector puede hacerse especifico de diana. Pueden hacerse vectores retroviricos
especificos de diana insertando, por ejemplo, un polinucleétido que codifica una proteina (dimero). Puede
conseguirse una direccion ilustrativa usando un anticuerpo que se dirija al vector retrovirico. Los expertos en la
materia conoceran, o pueden determinar facilmente, sin experimentacion indebida, secuencias polinucleotidicas
especificas que pueden insertarse en el genoma retrovirico para permitir el suministro especifico de diana del vector
retrovirico que contiene el polinucledtido de proteina de unién a nucleétido de dedo de cinc.

Ya que los retrovirus recombinantes son defectuosos, requieren ayuda para producir particulas de vectores
infecciosos. Esta ayuda puede proporcionarse, por ejemplo, usando lineas celulares auxiliares que contienen
plasmidos que codifican todos los genes estructurales del retrovirus bajo el control de secuencias reguladoras dentro
de la LTR. Estos plasmidos carecen de una secuencia de nucleétidos que permita que el mecanismo de
empagquetamiento reconozca un transcrito de ARN para encapsulacion. Las lineas celulares auxiliares que tienen
supresiones en la sefial de empaquetamiento incluyen pero sin limitacion PSI.2, PA317 y PA12, por ejemplo. Estas
lineas celulares producen viriones vacios, ya que no se empagueta ningin genoma. Si se introduce un vector
retrovirico en dichas células en las que la sefial de empaquetamiento esta intacta, pero los genes estructurales se
reemplazan por otros genes de interés, el vector puede empaquetarse y producirse el virion del vector. Los viriones
de vector producidos por este método pueden después usarse para infectar una linea celular tisular, tal como células
NIH 3T3, para producir grandes cantidades de viriones retroviricos quiméricos.

También pueden usarse técnicas de suministro “no viricas” para terapia génica incluyendo, por ejemplo, complejos
de ADN-ligando, complejos de adenovirus-ligando-ADN, inyeccion directa de ADN, precipitacion con CaPOs,
técnicas de pistola génica, electroporacion, liposomas, lipofeccion y similares. Cualquiera de estos métodos esta
ampliamente disponible para un experto en la materia y seria adecuado para su uso en la presente invencion. Estan
disponibles para los expertos en la materia otros métodos adecuados, y debe entenderse que la presente invencién
puede conseguirse usando cualquiera de los métodos disponibles de transfeccién. Puede conseguirse lipofeccion
encapsulando una molécula de ADN aislada 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, que se
autoensamblan, en las que una bicapa lipidica, compuesta de moléculas anfifilicas tales como fosfatidilserina o
fosfatidilcolina, encapsula una parte del medio circundante de modo que la bicapa lipidica rodea un interior hidrdfilo.
Pueden construirse liposomas unilamelares o multilamelares de modo que el interior contenga un producto quimico,
farmaco o, como en la presente invencion, una molécula de ADN aislada deseado.
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En otro aspecto, pueden usarse polinucledtidos que codifican polipéptidos de la invencidon para expresar y
suministrar un polipéptido de AARS mediante terapia celular. De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién
incluye una terapia celular para tratar una enfermedad o un trastorno, que comprende administrar a una célula
hospedadora que expresa, o0 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 modificadas genéticamente) fuera del cuerpo (Bordignon, C. et al., Cell Therapy:
Achievements and Perspectives (1999), Haematologica, 84, pags. 1110-1149). Dichas células hospedadoras
incluyen, por ejemplo, células primarias, incluyendo macrofagos, 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.

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

Las realizaciones de la presente invencién también incluyen oligonucleétidos, bien para deteccion, amplificacion,
terapias antisentido u otro fin. Para estos y fines relacionados, se entiende que el término “oligonucle6tido”, “oligo” u
“oligbmero” abarca un “oligonucledtido” singular asi como “oligonuclettidos” plurales, y se refiere a cualquier
polimero de dos o mas de nucleétidos, nucledsidos, nucleobases o compuestos relacionados usados como un
reactivo en los métodos de amplificacion de la presente invencion, asi como métodos de deteccién posteriores. El

oligonucleétido puede ser ADN y/o ARN y/o analogos de los mismos.

El término oligonucledtido no indica necesariamente ninguna funcién particular del reactivo, sino que se usa de
forma genérica para abarcar todos estos reactivos descritos en el presente documento. Un oligonucleétido puede
cumplir diversas funciones diferentes, por ejemplo, puede actuar como un cebador si es capaz de hibridar con una
cadena complementaria y puede extenderse adicionalmente en presencia de una polimerasa de acido nucleico,
puede proporcionar un promotor si contiene una secuencia reconocida por una ARN polimerasa y permite la
transcripcion, y puede actuar para evitar la hibridacién o impedir la extension de cebadores si se sitla y/o modifica
de forma apropiada. Un oligonucleétido también puede actuar como una sonda, o un agente antisentido. Un
oligonucleétido puede ser practicamente de cualquier longitud, limitado solamente por su funcion especifica, por
ejemplo, en una reaccién de amplificacién, en la deteccién de un producto de amplificacion de la reaccién de
amplificacién, o en una aplicacion de interferencia de ARN o antisentido. Cualquiera de los oligonucleétidos descritos
en el presente documento puede usarse como un cebador, una sonda, un oligdmero antisentido, o un agente de
interferencia de ARN.

El término “cebador” como se usa en el presente documento se refiere a un oligonucle6tido monocatenario capaz de
actuar como un punto de inicio para sintesis de ADN dirigida a molde en condiciones adecuadas definidas, por
ejemplo, por tampon y temperatura, en presencia de cuatro nucleésido trifosfatos diferentes y un agente para
polimerizacién, tal como una ADN o ARN polimerasa o transcriptasa inversa. La longitud del cebador, en cualquier
caso dado, depende, por ejemplo, del uso pretendido del cebador, y generalmente varia de aproximadamente 15 a
30 nucledtidos, aunque pueden usarse cebadores mas cortos y mas largos. Las moléculas de cebadores cortos
requieren en general temperaturas mas frias para formar complejos hibridos suficientemente estables con el molde.
Un cebador no refleja necesariamente la secuencia exacta del molde pero debe ser suficientemente complementario
para hibridar con dicho molde. El sitio de cebador es el area del molde con el que hibrida un cebador. El par de
cebadores es un conjunto de cebadores que incluye un cebador cadena arriba 5’ que hibrida con el extremo 5’ de la
secuencia para amplificar y un cebador cadena abajo 3’ que hibrida con el complemento del extremo 3' de la
secuencia para amplificar.

El término “sonda” como se usa en el presente documento incluye una molécula inmovilizada en superficie o soluble
pero capaz de inmovilizarse que puede reconocerse por una diana particular. Véase, por ejemplo, Patente de
Estados Unidos n.° 6.582.908 para un ejemplo de matrices que tienen todas las posibles combinaciones de sondas
con 10, 12 y mas bases. Las sondas y los cebadores como se usa en el presente documento normalmente
comprenden al menos 10-15 nucleétidos contiguos de una secuencia conocida. Para potenciar la especificidad,
pueden emplearse también 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
entiende que puede usarse cualquier longitud apoyada por el conocimiento en la técnica y la memoria descriptiva,
incluyendo las tablas, figuras y el listado de secuencias.

Se describen en las referencias métodos para preparar y usar sondas y cebadores, 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.
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Y.; Innis, M. et al. (1990) PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications, Academic Press, San Diego Calif.
Pueden derivarse pares de cebadores de PCR de una secuencia conocida, por ejemplo, usando programas
informaticos ideados para este fin tales como Primer (Version 0.5, 1991, Whitehead Institute for Biomedical
Research, Cambridge Mass.).

Pueden seleccionarse oligonucleétidos para su uso como sondas o cebadores usando software conocido en la
técnica. Por ejemplo, el software OLIGO 4.06 es util para la seleccion de pares de cebadores de PCR de hasta 100
nucleétidos cada uno y para el andlisis de oligonucleétidos y polinucledtidos mayores de hasta 5.000 nucleétidos de
una secuencia polinucleotidica de entrada de hasta 32 kilobases. Los programas de seleccion de cebadores
similares han incorporado elementos adicionales para capacidades expandidas. Por ejemplo, el programa de
seleccién de cebadores PrimOU (disponible al publico del Centro de Genoma en el Centro Médico Sur Occidental de
Texas, Dallas Tex.) es capaz de elegir cebadores especificos a partir de secuencias de megabases y es por lo tanto
util para disefiar cebadores en un ambito de genoma completo.

El programa de seleccién de cebadores Primer3 (disponible al publico del Centro para la Investigacion del Genoma
del Instituto Whitehead/MIT, Cambridge Mass.) permite al usuario introducir una “biblioteca de cebadores erréneos”,
en la que el usuario especifica secuencias para evitar como sitios de unién de cebadores. Primer3 es (til, en
particular, para la seleccién de oligonucleétidos para micromatrices. (El cédigo fuente para estos dos ultimos
programas de seleccion de cebadores también puede obtenerse de sus fuentes respectivas y modificarse para cubrir
las necesidades especificas del usuario.) El programa PrimeGen (disponible al publico del Centro de Recursos del
Proyecto de Mapeo Gendmico Humano de Reino Unido, Cambridge, Reino Unido) disefia cebadores basandose en
multiples alineamientos de secuencias, permitiendo de este modo la seleccion de cebadores que hibridan con las
regiones mas conservadas o menos conservadas de secuencias de acido nucleico alineadas. Por lo tanto, este
programa es Util para la identificacion de oligonucle6tidos y fragmentos polinucleotidicos tanto Unicos como
conservados. Los oligonucleétidos y fragmentos polinucleotidicos identificados por cualquiera de los métodos de
seleccidon anteriores son Utiles en tecnologias de hibridaciéon, por ejemplo, como cebadores de PCR o de
secuenciacion, elementos de micromatrices, o sondas especificas para identificar polinucleétidos complementarios
parcial o completamente en una muestra de acidos nucleicos. Los métodos de seleccion de oligonucleétidos no se
limitan a los descritos en el presente documento.

En ciertas realizaciones, pueden prepararse oligonucleotidos por sintesis en fase sélida por etapas, empleando
métodos detallados en las referencias citadas anteriormente, y posteriormente con respecto a la sintesis de
oligonucleétidos que tienen una mezcla o enlaces de cadena principal catiénicos y sin carga. En algunos casos,
puede ser deseable afadir restos quimicos adicionales al oligonucleétido, por ejemplo, para potenciar la
farmacocinética o para facilitar la captura o deteccion del compuesto. Dicho resto puede unirse covalentemente,
normalmente a un extremo del oligbmero, de acuerdo con métodos de sintesis convencionales. Por ejemplo, la
adiciéon de un resto de polietilenglicol u otro polimero hidrofilo, por ejemplo, uno que tenga 10-100 subunidades
monomeéricas, puede ser Util para potenciar la solubilidad. Uno o mas grupos con carga, por ejemplo, grupos con
carga anidnica tales como un acido organico, pueden potenciar la captacion celular.

Puede usarse diversas moléculas detectables para hacer a un oligonucle6tido, o una proteina detectable, tal como
radioisotopos, fluorocromos, colorantes, enzimas, nanoparticulas, marcadores quimioluminiscentes, biotina u otro
mondémero conocido en la técnica que puede detectarse directamente (por ejemplo, por emisiéon de luz) o
indirectamente (por ejemplo, por unién de un anticuerpo marcado con fluorescencia).

Los radiois6topos proporcionan ejemplos de moléculas detectables que pueden utilizarse en ciertos aspectos de la
presente invencién. Varios radioisétopos pueden usarse como moléculas detectables para marcar nucleétidos o
proteinas, incluyendo, por ejemplo, 32P, 33P, 35S, 3H y 125|, Estos radioisotopos tienen diferentes semividas, tipos de
degradacion y niveles de energia que pueden adaptarse para coincidir con las necesidades de un protocolo
particular. Por ejemplo, 2H es un emisor de baja energia que da como resultado niveles de fondo bajos, sin embargo
esta baja energia también da como resultado periodos de tiempo largos para autorradiografia. Estan disponibles en
el mercado ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos y aminoacidos marcados de forma radiactiva. Estan disponibles
nucleétidos que estan marcados de forma radiactiva en el primer, o a, grupo fosfato, o el tercer, o y, grupo fosfato.
Por ejemplo, tanto [a-3?P] dATP como [y-32P] dATP estan disponibles en el mercado. Ademas, también estan
disponibles en el mercado diferentes actividades especificas para nucleétidos marcados con radiactividad y pueden
adaptarse para diferentes protocolos.

Otros ejemplos de moléculas detectables que pueden utilizarse para detectar un oligonucleétido incluyen fluoréforos.
Pueden usarse varios fluoréforos para marcar nucleétidos incluyendo, por ejemplo, fluoresceina, tetrametilrodamina,
Texas Red, y varios otros (por ejemplo, Haugland, Handbook of Fluorescent Probes, 9% Ed., 2002, Molec. Probes,
Inc., Eugene OR; Haugland, The Handbook: Guide to Fluorescent Probes and Labelling Technologies, 102 Ed., 2005,
Invitrogen, Carlsbad, CA).

Como un ejemplo, los oligonuclettidos pueden marcarse con fluorescencia durante sintesis quimica, ya que la

incorporacion de aminas o tioles durante la sintesis de nucleétidos permite la adicién de fluoréforos. Estan
disponibles en el mercado nucleétidos marcados con fluorescencia. Por ejemplo, estan disponibles trifosfatos de

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2653 718 T3

desoxiuridina y uridina que se conjugan con diez fluoréforos diferentes para abarcar el espectro. También pueden
utilizarse colorantes fluorescentes que pueden unirse directamente con nucleétidos como moléculas detectables. Por
ejemplo, FAM, JOE, TAMRA y ROX son colorantes fluorescentes reactivos a amina que se han unido a nucleétidos
y se usan en secuenciacion de ADN automatica. Estos nucle6tidos marcados con fluoresceina, por ejemplo, ROX-
ddATP, ROX-ddCTP, ROX-ddGTP y ROX-ddUTP, estan disponibles en el mercado.

También estan disponibles moléculas detectables no radiactivas y no fluorescentes. Como se ha indicado
anteriormente, la biotina puede unirse directamente con nucledtidos y detectarse por unidn especifica y de alta
afinidad a avidina o estreptavidina que se ha acoplado quimicamente con una enzima que cataliza una reaccién
colorimétrica (tal como fosfatasa, luciferasa o peroxidasa). Los nucleétidos marcados con digoxigenina también
pueden usarse de forma similar para deteccién no isotopica de acidos nucleicos. Estan disponibles en el mercado
nucleétidos marcados con digoxigenina y biotinilados.

También pueden usarse para marcar sondas oligonucleotidicas particulas muy pequefias, denominadas
nanoparticulas. Estas particulas varian de 1 a 1000 nm de tamafio e incluyen diversas estructuras quimicas tales
como particulas de oro y plata y puntos cuanticos. Cuando se irradian con luz blanca incidente en angulo, las
nanoparticulas de plata u oro que varian de 40 a 120 nm dispersaran luz monocromatica con alta intensidad. La
longitud de onda de la luz dispersada depende del tamafio de la particula. De cuatro a cinco particulas diferentes en
proximidad estrecha dispersaran cada una luz monocromatica, que cuando se superpone proporcionara un color
especifico, Unico. Las particulas son fabricadas por compafiias tales como Genicon Sciences (Carlsbad, CA).
Pueden unirse particulas de plata u oro derivatizadas a una amplia serie de moléculas incluyendo proteinas,
anticuerpos, moléculas pequefias, ligandos de receptores y acidos nucleicos. Por ejemplo, la superficie de la
particula puede derivatizarse quimicamente para permitir la uniéon con un nucleétido.

Otros tipos de nanoparticulas que pueden usarse para deteccion de una molécula detectable incluyen puntos
cuanticos. Los puntos cuanticos son cristales fluorescentes de 1-5 nm de diametro que son excitables por luz sobre
un amplio intervalo de longitudes de onda. Tras excitacion por luz que tiene una longitud de onda apropiada, estos
cristales emiten luz, tal como luz monocromatica, con una longitud de onda dependiente de su composicién quimica
y tamafio. Los puntos cuanticos tales como CdSe, ZnSe, InP o InAs poseen propiedades Opticas Unicas; estos y
similares puntos cuanticos estan disponibles de varias fuentes comerciales (por ejemplo, NN-Labs, Fayetteville, AR,
Ocean Nanotech, Fayetteville, AR, Nanoco Technologies, Manchester, Reino Unido, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Pueden crearse muchas docenas de clases de particulas de acuerdo con el nimero de clases de tamafos de los
cristales de puntos cuanticos. Las clases de tamafios de los cristales se crean 1) por control estrecho de los
parametros de formacion de cristales para crear cada clase de tamafio de particula deseado o 2) mediante la
creacion de lotes de cristales como parametros de formacién de cristales controlados ligeramente, 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 con capas epitaxiales de silicio intrinseco de dispositivos de
emisién/deteccion de luz semiconductores son las Patentes de Estados Unidos n.° 5.293.050 y 5.354.707 de
Chapple Sokol et al.

En ciertas realizaciones, pueden marcarse cebadores o sondas oligonucleotidicos con uno o mas colorantes
emisores de luz o de otro modo detectables. La luz emitida por los colorantes puede ser luz visible o luz invisible, tal
como luz ultravioleta o infrarroja. En realizaciones a modo de ejemplo, el colorante puede ser un colorante de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (TERF); un colorante de xanteno, tal como fluoresceina y
rodamina; un colorante que tiene un grupo amino en la posicion alfa o beta (tal como un colorante de naftilamina, 1-
dimetilaminonatftil-5-sulfonato, 1-anilino-8-naftaleno sulfonato y 2-p-touidinil-6-naftaleno sulfonato); un colorante que
tiene 3-fenil-7-isocianatocumarina; una acridina, tal como 9-isotiocianatoacridina y naranja acridina; un pireno, un
bensoxadiazol y un estilbeno; un colorante que tiene 3-(e-carboxipentil)-3’-etil-5,5’-dimetil-oxacarbocianina (CYA); 6-
carboxi fluoresceina (FAM); 5 y 6-carboxirrodamina-110 (R110); 6-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; Texas Red y rodamina red; 6-carboxi-2',4,7,7'-tetraclorofluoresceina (TET); 6-carboxi-
24,4 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; IRBOOCW, 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 invencion pueden usarse en cualquiera de las
composiciones y los métodos terapéuticos, de diagnéstico, de investigacién 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 comparfiero de unién celular nativo (es decir receptor celular, lipido,

carbohidrato, proteina o compafiero de union de acido nucleico), o complejo del mismo, y métodos de uso de los
mismos. El término anticuerpo incluye las diversas variaciones del mismo, tales como FAB, anticuerpos humanos,
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anticuerpos humanos modificados, cadenas sencillas, anticuerpos no humanos y otros derivados del pliegue de
inmunoglobulina que subyacen en ligandos del sistema inmunitario para antigenos, como se describe en el presente
documento y se conoce en la técnica. Pueden usarse anticuerpos en cualquiera de los métodos y composiciones
terapéuticos, de diagnostico, de descubrimiento de farmacos o de expresion/purificacion de proteinas y
composiciones proporcionadas en el presente documento.

Ciertos anticuerpos de la presente invencion difieren de ciertos anticuerpos previamente preparados porque pueden
distinguir entre los fragmentos proteicos de AARS de la Tabla(s) 1-3, o Tabla(s) 4-6, o Tabla(s) 7-9 y su AARS de
longitud completa correspondiente, normalmente uniéndose con mayor afinidad con los fragmentos proteicos de
AARS que con la AARS de longitud completa correspondiente. En general, dichos anticuerpos pueden unirse con
secuencias Unicas o estructuras generadas o reveladas por variaciones de corte y empalme, protedlisis u otro
procesamiento celular que genere un fragmento proteico de AARS de la invencién (por ejemplo, procesamiento
postraduccional, incluyendo pero sin limitacién fosforilacion y otras modificaciones que cambien la estructura
proteica). En algunos aspectos los anticuerpos pueden unirse con secuencias alrededor de un punto de union de
corte y empalme anico (por ejemplo con una o mas regiones de al menos 5 aminoacidos contiguos seleccionados de
las secuencias de punto de unién de corte y empalme enumeradas en las Tablas 2B, 5B u 8B, o como alternativa
con cualquier secuencia de aminoacidos C terminal de este sitio de corte y empalme, por ejemplo, como se enumera
en las Tablas 2B, 5B u 8B. Por ejemplo, dichos anticuerpos pueden tener especificidad de unién con una o mas
caras no expuestas al disolvente que se exponen en el fragmento proteico de AARS pero no en la AARS de longitud
completa, o secuencias que no se encuentran o estan de otro modo inaccesibles en la AARS de longitud completa.
Los anticuerpos también pueden unirse con estructuras tridimensionales Unicas que resultan de diferencias en el
plegamiento entre el fragmento proteico de AARS y el AARS de longitud completa. Dichas diferencias en el
plegamiento pueden estar localizadas (por ejemplo, en un dominio o una regién especifico) o globalizadas. Como un
ejemplo, el plegamiento de fragmentos proteicos de AARS puede generar epitopos continuos o discontinuos Unicos
gue no se encuentran en la AARS correspondiente o parental. Los ejemplos también incluyen anticuerpos que se
unen especificamente con 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 unién a anticuerpo en las versiones de longitud completa debido a que sus extremos
estan completamente o parcialmente internados en la estructura general de la molécula parental AARS mayor.

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,
como se describe en el presente documento y se conoce en la técnica. También se incluyen anticuerpos que son
adecuados para trabajo de produccion, tal como para purificar los fragmentos proteicos de AARS descritos en el
presente documento. Preferentemente, los anticuerpos activos pueden concentrarse hasta al menos
aproximadamente 10 mg/ml y opcionalmente formularse para usos bioterapéuticos.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos son eficaces para modular una o mas de las actividades no candnicas
mediadas por un polipéptido de AARS de la invencion. En ciertas realizaciones, por ejemplo, el anticuerpo es uno
que se une con un polipéptido de AARS y/o su compafiero de unién, inhibe su capacidad para interaccionar entre si
y/o antagoniza la actividad no candnica del polipéptido de AARS. En ciertas realizaciones, por ejemplo, el anticuerpo
se une con el compariero de unién celular de un polipéptido de AARS, e imita la actividad polipeptidica de AARS, tal
como aumentando o actuando como agonista de la actividad no candnica mediada por el polipéptido de AARS. En
consecuencia, los anticuerpos pueden usarse para diagnosticar, tratar o prevenir enfermedades, trastornos u otras
afecciones que estan mediados por un polipéptido de AARS de la invencion, tal como antagonizando o actuando
como agonista de su actividad parcial o completamente.

Se dice que un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, “se une especificamente”, “se une
inmunolégicamente” y/o es “inmunoldégicamente reactivo” a un polipéptido de la invencion si reacciona a un nivel
detectable (dentro de, por ejemplo, un ensayo de ELISA) con el polipéptido, y no reacciona de forma detectable de
una manera estadisticamente significativa con polipéptidos no relacionados en condiciones similares. En ciertos
casos, un agente de unién no interacciona significativamente con una version de longitud completa del polipéptido
de AARS.

La union inmunolégica, como se usa en este contexto, generalmente se refiere a las interacciones no covalentes del
tipo que aparecen entre una molécula de inmunoglobulina y un antigeno para el que la inmunoglobulina es
especifica. La fuerza, o afinidad de unién tal como interacciones de uniéon inmunolégica puede expresarse con
respecto a la constante de disociacion (Kd) de la interaccion, en la que una K¢ més pequefia representa una mayor
afinidad. Las propiedades de unién inmunolégica de 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 ciertas realizaciones ilustrativas, un anticuerpo tiene una afinidad por un fragmento proteico de 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 ciertas realizaciones, la afinidad del
anticuerpo por un fragmento proteico de 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%, 4x, 4,5X%, 5x, 6%, 7X,
8x, 9%, 10x, 15x, 20x, 25x, 30x, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 200x, 300x, 400x, 500x, 600x, 800x, 900x, 1000x
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0 mas (incluyendo todos los nimeros enteros entre medias). En ciertas realizaciones, un anticuerpo tiene una
afinidad por una proteina de AARS de longitud completa correspondiente de al 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 o 20 uyM. En ciertas realizaciones, un
anticuerpo se une débilmente o sustancialmente de forma indetectable con una proteina de AARS de longitud
completa.

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

Pueden prepararse anticuerpos por cualquiera de diversas técnicas conocidas por los expertos habituales 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. Immunol. 6: 511-519, 1976, y 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 Immunology 13: 65-93, 1995. Los ejemplos
particulares incluyen la plataforma VELOCIMMUNE® de REGENERON® (véase, por ejemplo Patente de Estados
Unidos n.° 6.596.541). También pueden generarse o identificarse anticuerpos mediante el uso de bibliotecas de
presentacion en fagos o presentacién en levadura (véase, por ejemplo, Patente de 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 Biblioteca de Anticuerpos Combinatoria Humana (HuCAL), en las que
la diversidad estructural del repertorio de anticuerpos humanos se representa por siete genes de region variable de
cadena pesada y siete genes de region variable de cadena ligera. La combinacion de estos genes da lugar a 49
marcos conservados en la biblioteca maestra. Superponiendo casetes genéticos altamente variables (CDR =
regiones determinantes de complementariedad) en estos marcos conservados, el amplio repertorio de anticuerpos
humanos puede reproducirse. También se incluyen bibliotecas humanas disefiadas con fragmentos obtenidos de
donantes humanos que codifican una region variable de cadena ligera, una CDR3 de cadena pesada, ADN sintético
gue codifica diversidad en CDR1 de cadena pesada y ADN sintético que codifica diversidad en CDR2 de cadena
pesada. Otras bibliotecas adecuadas para su uso resultaran evidentes para los expertos en la materia. Los
polipéptidos de la presente invencion pueden usarse en el proceso de purificacion, por ejemplo, en una etapa de
cromatografia de afinidad.

Un fragmento “Fv” puede producirse por escision proteolitica preferente de un IgM, y en raras ocasiones molécula de
inmunoglobulina IgG o IgA. Los fragmentos Fv, sin embargo, se derivan mas habitualmente usando técnicas
recombinantes conocidas en este campo. El fragmento Fv incluye un heterodimero Vh::VL no covalente que incluye
un sitio de unién a antigeno que conserva muchas de las capacidades de reconocimiento y unién a antigeno de la
molécula de anticuerpo nativa. Véase, por ejemplo, Inbar et al. (1972) Pro. Nat. Acad. Sci. USA 69: 2659-2662;
Hochman et al. (1976) Biochem 15: 2706-2710; y Ehrlich et al. (1980) Biochem 19: 4091-4096.

Un polipéptido de Fv monocatenario (“sFv”) es un heterodimero de Vu::VL unido covalentemente que se expresa a
partir de una fusion génica que incluye genes que codifican Vu y VL unidos por un enlazador que codifica péptidos.
Huston et al. (1988) PNAS USA. 85 (16): 5879-5883. Se han descrito varios métodos para diferenciar estructuras
guimicas para convertir las cadenas polipeptidicas ligeras y pesadas agregadas de forma natural, pero separadas
guimicamente, de una regiéon V de anticuerpo en una molécula de sFv que se plegara en una estructura
tridimensional sustancialmente similar a la estructura de un sitio de unién a antigeno. Véase, por ejemplo, Patentes
de Estados Unidos n.° 5.091.513 y 5.132.405, de Huston et al.; y Patente de Estados Unidos n.° 4.946.778, de
Ladner et al.

Cada una de las moléculas descritas anteriormente incluye un conjunto de CDR de una cadena pesada y una
cadena ligera, respectivamente interpuestas entre un conjunto de FR de una cadena pesada y una cadena ligera
gue proporcionan apoyo a las CDR y definen la relacién espacial de las CDR entre si. Como se usa en el presente
documento, la expresion “conjunto de CDR” se refiere a las tres regiones hipervariables de una region V de cadena
pesada o ligera. Avanzando desde el extremo N terminal de una cadena pesada o ligera, estas regiones se indican
como “CDR1", “CDR2" y “CDR3" respectivamente. Un sitio de unién a antigeno, por lo tanto, incluye seis CDR, que
comprenden el conjunto de CDR de cada una de una region V de cadena pesada y ligera. Un polipéptido que
comprende una unica CDR (por ejemplo, una CDR1, CDR2 o CDR3) se denomina en el presente documento
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“unidad de reconocimiento molecular”. El andlisis cristalografico de varios complejos de anticuerpo-antigeno ha
demostrado que los restos de aminoacidos de CDR forman contacto extensivo con antigeno unido, en el que la
mayoria del contacto de antigeno extensivo es con la CDR3 de cadena pesada. Por tanto, las unidades de
reconocimiento molecular son principalmente responsables de la especificidad de un sitio de unién a antigeno.

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

Ciertas realizaciones incluyen anticuerpo de dominio sencillo (sdAb o “nanocuerpos”), que se refieren a un
fragmento de anticuerpo que consiste en un Unico dominio de anticuerpo variable monomérico (véase, por ejemplo,
Patentes de 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 normalmente tienen un peso molecular de aproximadamente 12-15 kDa. En ciertos aspectos, sdAB y
otras moléculas de anticuerpos pueden derivarse o aislarse de los anticuerpos de cadena pesada Unicos de
camellos y llamas inmunizados, con frecuencia denominados camélidos. Véase, por ejemplo, Conrath et al., JBC.
276: 7346-7350, 2001.

Varias moléculas de anticuerpos “humanizadas” que comprenden un sitio de unién a antigeno derivado de una
inmunoglobulina no humana se han descrito, incluyendo anticuerpos quiméricos que tienen regiones V de roedores y
sus CDR asociadas fusionadas con dominios constantes humanos (Winter et al. (1991) Nature 349: 293-299;
Lobuglio et al. (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86: 4220-4224; Shaw et al. (1987) J Immunol. 138: 4534-4538; y
Brown et al. (1987) Cancer Res. 47:3577-3583), CDR de roedor injertadas en una FR de soporte humana antes de
la fusién con un dominio constante de anticuerpo humano apropiado (Riechmann et al. (1988) Nature 332: 323-327;
Verhoeyen et al. (1988) Science 239: 1534-1536; y Jones et al. (1986) Nature 321: 522-525) y CDR de roedor
soportadas por FR de roedor sustituidas en superficie de forma recombinante (Publicacion de Patente Europea n.°
519.596, publicada el 23 de diciembre de 1992). Estas moléculas “humanizadas” se disefian para minimizar una
respuesta inmunolégica no deseada hacia moléculas de anticuerpos antihumanos de roedores que limita la duracion
y eficacia de aplicaciones terapéuticas de esos restos en receptores humanos. Véase, por ejemplo, Patentes de
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 terapéuticos, de diagnéstico,
de descubrimiento de farmacos, de purificacién de proteinas y analiticos y composiciones descritas en el presente
documento.

VI. ALTERNATIVAS A ANTICUERPOS Y OTROS AGENTES DE UNION

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién proporciona ademas alternativas a anticuerpos u otros agentes
de unién, tales como receptores solubles, adnectinas, péptidos, peptidomiméticos, moléculas pequefias, aptameros,
etc., que muestran especificidad de unién por un polipéptido de AARS o su compafiero de unién celular como se
desvela en el presente documento, o con una parte, variante o derivado de los mismos y composiciones y métodos
de uso de los mismos. Pueden usarse agentes de unién en cualquiera de los métodos terapéuticos, de diagnostico,
de descubrimiento de farmacos o de expresién/purificacién de proteinas, y analiticos y composiciones descritos en el
presente documento. Son particularmente Utiles agentes de unidn basados en productos biolégicos tales como
adnectinas, receptores solubles, avimeros y trinectinas.

En ciertas realizaciones, dichos agentes de unién son eficaces para modular una o0 mas de las actividades no
canonicas mediadas por un polipéptido de AARS de la invencién. En algunas realizaciones, por ejemplo, el agente
de unién es uno que se une con un polipéptido de AARS y/o su compafiero de unién, inhibe su capacidad para
interaccionar entre si, y/o antagoniza la actividad no candnica del polipéptido de AARS. En ciertas realizaciones, por
ejemplo, el agente de unién se une con el compafiero de union celular de un polipéptido de AARS, e imita la
actividad polipeptidica de AARS, tal como aumentando o actuando como agonista de la actividad no candnica
mediada por el polipéptido de AARS. En consecuencia, dichos agentes de unidn 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 actuando como agonista de su actividad parcial o completamente.

Se dice que un agente de unidn “se une especificamente” con un polipéptido de AARS de la invencién, o su
compariero de union celular, si reacciona a un nivel detectable (dentro de, por ejemplo, un ensayo de ELISA) con el
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polipéptido o su compafiero de unién celular, y no reacciona de forma detectable de una manera estadisticamente
significativa con polipéptidos no relacionados en condiciones similares. En ciertos casos, un agente de unién no
interacciona significativamente con una version de longitud completa del polipéptido de AARS. En ciertas
realizaciones ilustrativas, un agente de unién tiene una afinidad por un fragmento proteico de AARS o su compafiero
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 o 50 nM. En ciertas
realizaciones, la afinidad del agente de unién por un fragmento proteico de 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, 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 niimero enteros entre medias). En ciertas realizaciones,
un agente de union tiene una afinidad por una proteina de AARS de longitud completa correspondiente de al 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 mM.

Como se ha indicado anteriormente, se incluyen “péptidos” como agentes de unién. El término péptido normalmente
se refiere a un polimero de restos de aminoacidos y a variantes y analogos sintéticos del mismo. En ciertas
realizaciones, el término “péptido” se refiere a polipéptidos relativamente cortos, incluyendo péptidos que 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 o 50
aminoacidos, incluyendo todos los niUmeros enteros e intervalos (por ejemplo, 5-10, 8-12, 10-15) entre medias, e
interaccionan con un polipéptido de AARS, su comparfiero de unién celular, 0 ambos. Los péptidos pueden estar
compuestos de aminoacidos de origen natural y/o aminoacidos de origen no natural, como se ha descrito en el
presente documento.

Ademas de los péptidos que consisten solamente en aminoacidos de origen natural, también se proporcionan
peptidomiméticos o analogos peptidicos. Los analogos peptidicos se usan habitualmente en la industria
farmacéutica como farmacos no peptidicos con propiedades analogas a las del péptido molde. Estos tipos de
compuesto no peptidico se denominan “miméticos peptidicos” 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 biolégica de un péptido pero ya no es de naturaleza quimica peptidica. Se conocen en la técnica
compuestos peptidomiméticos y se describen, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos n.° 6.245.886.

La presente invencion también incluye peptoides. Los derivados peptoides de péptidos representan otra forma de
péptidos modificados que conservan los determinantes estructurales importantes para actividad biolégica, pero
eliminan los enlaces peptidicos, confiriendo de este modo resistencia a protedlisis (Simon, et al., PNAS USA 89:
9367-9371, 1992). Los peptoides son oligdmeros de glicinas N sustituidas. Se han descrito varios grupos N-alquilo,
qgue corresponden cada uno a la cadena lateral de un aminoacido natural. Los peptidomiméticos de la presente
invencion incluyen compuestos en los que al menos un aminoacido, algunos aminoéacidos o todos los restos de
aminoacidos se reemplazan por las glicinas N sustituidas correspondientes. Se describen bibliotecas de peptoides,
por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos n.°© 5.811.387.

Un agente de unién también puede incluir una 0 mas moléculas pequefias. Una “molécula pequefa” se refiere a un
compuesto organico que es de origen sintético o biolégico (biomolécula), pero que normalmente no es un polimero.
Los compuestos organicos se refieren a una gran clase de compuestos quimicos cuyas moléculas contienen
carbono, normalmente excluyendo las que contienen solamente carbonatos, 6xidos sencillos de carbono o cianuros.
Una “biomolécula” se refiere en general a una molécula organica que se produce por un organismo vivo, incluyendo
moléculas poliméricas (biopolimeros) tales como péptidos, polisacaridos y acidos nucleicos también y moléculas
pequefias tales como metabolitos secundarios primarios, lipidos, fosfolipidos, glucolipidos, esteroles, glicerolipidos,
vitaminas y hormonas. Un “polimero” se refiere en general a una molécula grande o macromolécula compuesta de
unidades estructurales repetidas que se conectan normalmente por enlace quimico covalente.

En ciertas 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. Se describen en otra parte del
presente documento bibliotecas de moléculas pequerias.

Los aptameros también se incluyen como agentes de union (véase, por ejemplo, Ellington et al., Nature 346, 818-22,
1990, y Tuerk et al., Science 249, 505-10, 1990). Los ejemplos de aptameros incluyeron aptameros de acido
nucleico (por ejemplo, aptameros 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 técnicamente mediante ciclos
repetidos de seleccion in vitro o un método equivalente, tal como SELEX (evolucion sistematica de ligandos por
enriquecimiento exponencial), para unirse con diversas dianas moleculares tales como moléculas pequefias,
proteinas, acidos nucleicos e incluso células, tejidos y organismos. Véase, por ejemplo, Patentes de Estados Unidos
n.° 6.376.190; y 6.387.620. Por lo tanto, se incluyen aptdmeros de acidos nucleicos que se unen con los polipéptidos
de AARS descritos en el presente documento y/o sus compafieros de unién celulares.
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Los aptameros peptidicos normalmente incluyen un bucle peptidico variable unido en ambos extremos con un
armazén proteico, una restriccién estructural doble que aumenta normalmente la afinidad de unién del aptamero
peptidico hasta niveles comparables con los de un anticuerpo (por ejemplo, en el intervalo nanomolar). En ciertas
realizaciones, la longitud del bucle variable puede estar compuesta de aproximadamente 10-20 aminoacidos
(incluyendo todos los nimeros enteros entre medias), y el armazén puede incluir cualquier proteina que tenga buena
solubilidad y propiedades de compactibilidad. Ciertas realizaciones a modo de ejemplo pueden utilizar la proteina
bacteriana Tiorredoxina-A como una proteina de armazoén, insertandose el bucle variable dentro del sitio activo
reductor (-Cys-Gly-Pro-Cys-bucle en la proteina silvestre), siendo las dos cadenas laterales de cisteinas capaces de
formar un enlace disulfuro. Se describen métodos para identificar aptameros peptidicos, por ejemplo, en la Solicitud
de Estados Unidos n.° 2003/0108532. Por lo tanto, se incluyen aptameros peptidicos que se unen con los
polipéptidos de AARS descritos en el presente documento y/o sus compafieros de unién celulares. Puede realizarse
seleccién de aptameros peptidicos usando sistemas diferentes conocidos en la técnica, incluyendo el sistema de dos
hibridos de levadura.

También se incluyen ADNECTINS™, AVIMERS™, anéafonos y anticalinas que se unen especificamente con un
fragmento proteico de AARS de la invencion. ADNECTINS™ se refiere a una clase de productos biol6gicos dirigidos
derivados de fibronectina humana, una proteina extracelular abundante que se une de forma natural con otras
proteinas. Véase, por ejemplo, Solicitud de Estados Unidos n.° 2007/0082365; 2008/0139791; y 2008/0220049.
ADNECTINS™ normalmente consiste en una cadena principal de fibronectina natural, asi como los dominios de
direccion mdltiple de una parte especifica de fibronectina humana. Los dominios de direccion pueden modificarse
técnicamente para permitir que una ADNECTIN™ reconozca especificamente una diana de interés terapédutica, tal
como un fragmento proteico de AARS de la invencion.

AVIMERS™ se refiere a proteinas de unién multiméricas o péptidos modificados técnicamente usando redistribucion
de exones in vitro y presentacion en fagos. Se unen miltiples dominios de unién, dando como resultado mayor
afinidad y especificidad en comparacion con dominios de inmunoglobulina de epitopos individuales. Véase, por
ejemplo, Silverman et al., Nature Biotechnology. 23: 1556-1561, 2005; Patente de Estados Unidos n.° 7.166.697; y
Solicitudes de Estados Unidos n.° 2004/0175756, 2005/0048512, 2005/0053973, 2005/0089932 y 2005/0221384.

También se incluyen proteinas de repeticiones de anquirina disefiadas (DARPin), que incluyen una clase de
proteinas distintas de inmunoglobulinas que pueden ofrecer ventajas frente a anticuerpos para unién a diana en
descubrimiento de farmacos y desarrollo de farmacos. Entre otros usos, las DARPiIn estan adaptadas idealmente
para captura de imagenes in vivo o suministro de toxinas u otras cargas Utiles terapéuticas debido a sus propiedades
moleculares favorables, incluyendo pequefio tamafio y alta estabilidad. La produccion de bajo coste en bacterias y la
rapida generacion de muchas DARPIn especificas de diana hacen al enfoque de DARPIn (til para descubrimiento de
farmacos. Adicionalmente, pueden generarse facilmente DARPin en formatos multiespecificos, ofreciendo el
potencial de dirigir una DARPin efectora a un érgano especifico o a multiples receptores diana con una molécula
compuesta de varias DARPIn. Véase, por ejemplo, Stumpp et al., Curr Opin Drug Discov Devel. 10: 153-159, 2007;
Solicitud de Estados Unidos n.° 2009/0082274; y documento PCT/EP2001/10454.

Ciertas realizaciones incluyen “monocuerpos”, que utilizan normalmente el 10° dominio de fibronectina de tipo Il de
fibronectina humana (FNfn10) como un armazén para presentar multiples bucles de superficie para unién a diana.
FNfn10 es una proteina pequefia (94 restos) con una estructura de tipo sandwich B similar al plegamiento de
inmunoglobulina. Es altamente estable sin enlaces disulfuro o iones metalicos, y puede expresarse en la forma
plegada correctamente a un alto nivel en bacterias. El armazén FNfn10 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 Patente de Estados Unidos n.° 6.673.901.

Las anticalinas se refieren a una clase de miméticos de anticuerpos, que se sintetizan normalmente a partir de
lipocalinas humanas, una familia de proteinas de unién con una region en bucle hipervariable soportada por un
armazén estructuralmente rigido. Véase, por ejemplo, Solicitud de Estados Unidos n.° 2006/0058510. Las anticalinas
normalmente tienen un tamafio de aproximadamente 20 kDa. Las anticalinas pueden caracterizarse por una
estructura en barril formada por ocho cadenas 3 antiparalelas (un armazén de barril B estable) que se conectan por
pares con cuatro bucles peptidicos y una hélice a unida. En ciertos aspectos, se realizan desviaciones
conformacionales para conseguir union especifica en la regién o las regiones de bucle hipervariable. Véase, por
ejemplo, Skerra, FEBS J. 275: 2677-83, 2008.

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

También se incluyen bioensayos que se refieren a los fragmentos proteicos de AARS y agentes relacionados como
reactivos terapéuticos y de diagnostico. Los ejemplos incluyen bioensayos y ensayos analiticos que miden la pureza,
actividad biologica, afinidad, solubilidad, pH, los niveles de endotoxinas, entre otros, muchos de los cuales se
describen en el presente documento. También se incluyen ensayos que establecen curvas de respuesta a dosis y/o
proporcionan una 0 mas bases para comparacion entre diferentes lotes de agentes. Las comparaciones de lotes
pueden basarse en uno cualquiera 0 mas de caracterizacidén quimica, caracterizacién biol6égica y caracterizacion
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clinica. Para agentes proteicos, también se incluyen métodos para evaluar la potencia, estabilidad, farmacocinética e
inmunogenicidad de un agente seleccionado. Entre otros usos, estos y otros métodos pueden usarse para ensayos
de liberacion por lotes de agentes bioldgicos o quimicos, incluyendo los fragmentos proteicos de AARS, anticuerpos,
agentes de union, polinucledtidos tales como agentes antisentido y vectores y otros descritos en el presente
documento.

Ciertas realizaciones incluyen el uso de ensayos de bioafinidad. Dichos ensayos pueden usarse para evaluar la
afinidad de union, por ejemplo, entre un fragmento proteico de AARS y un compariero de unién celular, o entre un
fragmento proteico de AARS y un anticuerpo. La afinidad de uniéon también puede medirse entre un fragmento
proteico de AARS y un agente de union alternativo tal como un compuesto de ensayo candidato o lider (por ejemplo,
modulador de molécula pequefia de una AARS) o entre un compariero de unién celular de AARS y un compuesto de
ensayo candidato o lider. Ciertos ensayos de afinidad de unién a modo de ejemplo pueden utilizar ensayos de
ELISA, como se describe en el presente documento y se conoce en la técnica. Ciertos ensayos utilizan
cromatografia de union a receptor de alto rendimiento (véase, por ejemplo, Roswall et al., Biologicals., 24: 25-39,
1996). Otros ensayos de afinidad de uniéon a modo de ejemplo pueden utilizar tecnologias basadas en resonancia de
plasmon superficial (RPS). Los ejemplos incluyen tecnologias BIACore, ciertas de las cuales integran tecnologia
RPS con un sistema microfluidico para supervisar las interacciones moleculares en tiempo real a concentraciones
que varian de pM a mM. También se incluyen ensayos KINEXA™, que proporcionan mediciones precisas de
especificidad de unién, afinidad de union y constantes de velocidad/cinética de unién.

Ciertas realizaciones se refieren a inmunoensayos para evaluar u optimizar la inmunogenicidad de agentes
proteicos. Los ejemplos incluyen ensayos celulares humanos ex vivo y ensayos inmunoenzimaticos in vitro para
proporcionar informacién Util sobre el 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) vy linfocitos T, y de este modo medir la activacion de linfocitos T después del contacto con una
proteina de interés. Ciertos ensayos enzimaticos in vitro pueden utilizar una coleccién de moléculas de HLA-DR
recombinantes que abarcan una parte significativa de una poblacion humana relevante, y pueden incluir ensayos
inmunoenzimaticos automatizados para ensayar la unién de péptidos (que surgen de la fragmentacion de la proteina
terapéutica) con las moléculas de HLA-DR. También se incluyen métodos para reducir la inmunogenicidad de una
proteina seleccionada, tal como usando estos y métodos relacionados para identificar y después retirar o alterar uno
0 mas epitopos de linfocitos T de un agente proteico.

También se incluyen ensayos de liberacion bioldgica (por ejemplo, ensayos basados en células) para medir
parametros tales como actividades biol6gicas especificas, incluyendo actividades biolégicas no canodnicas, y
citotoxicidad. Ciertos ensayos bhioldgicos especificos incluyen, por ejemplo, ensayos basados en células que utilizan
un compariero de unién celular (por ejemplo, receptor de superficie celular) de un fragmento proteico de AARS
seleccionado, que se acopla funcionalmente con una lectura, tal como un indicador fluorescente o luminiscente de
una actividad biolégica no candnica, como se describe en el presente documento. Por ejemplo, las realizaciones
especificas incluyen una célula que comprende un receptor de superficie celular o una parte extracelular del mismo
que se une con un fragmento proteico de AARS, en el que la célula comprende un detector o una lectura. También
se incluyen ensayos bioldgicos in vivo para caracterizar la farmacocinética de un agente, tal como un polipéptido de
AARS o anticuerpo, que utiliza normalmente ratones modificados técnicamente u otro mamifero (véase, por ejemplo,
Lee et al., The Journal of Pharmacology, 281:1431-1439, 1997). Los ejemplos de ensayos biolégicos basados en
citotoxicidad incluyen ensayos de liberacion (por ejemplo, ensayos de liberacion de cromo o de europio para medir la
apoptosis; véase, por ejemplo, von Zons et al., Clin Diagn Lab Immunol. 4:202-207, 1997), entre otros, que pueden
evaluar la citotoxicidad de fragmentos proteicos de AARS, bien para establecer curvas de respuesta a dosis,
ensayos discontinuos u otras propiedades relacionadas con la aprobacién por diversas agencias reguladoras, tales
como la Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA).

Dichos ensayos pueden usarse, por ejemplo, para desarrollar una curva de respuesta a dosis para un fragmento
proteico de AARS seleccionado u otro agente, y/o para comparar la curva de respuesta a dosis de diferentes lotes
de proteinas u otros agentes. Una curva de respuesta a dosis es un grafico X-Y que relaciona la magnitud de un
tensor con la respuesta de un receptor; la respuesta puede ser una respuesta fisiolégica o bioquimica, tal como una
actividad biolégica no candnica en una célula in vitro o en una célula o un tejido in vivo, una cantidad
terapéuticamente eficaz como se mide in vivo (por ejemplo, como se mide por CEsp), 0 muerte, bien medida in vitro o
in vivo (por ejemplo, muerte celular, muerte de un organismo). La muerte se indica habitualmente como una DLso,
una dosis derivada estadisticamente que es letal para el 50 % de una poblacién modelada, aunque puede indicarse
por CLoz (dosis letal para el 1 % de la poblacion de ensayo animal), CL1oo (dosis letal para el 100 % de la poblacion
de ensayo animal), o CLio (menor dosis que provoca letalidad). Casi cualquier efecto deseado o criterio de valoracién
puede caracterizarse de esta manera.

La dosis medida de una curva de respuesta se representa hormalmente en el eje X y la respuesta se representa en
el eje Y. Mas normalmente, el logaritmo de la dosis se representa en el eje X, generando con mas frecuencia una
curva sigmoidea con la parte mas pronunciada en el medio. El nivel de efecto no observable (NOEL) se refiere a la
dosis experimental mas baja para la que no se observa ningun efecto medible y la dosis umbral se refiere al primer
punto a lo largo de la grafica que indica una respuesta por encima de cero. Como regla general, los farmacos mas
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fuertes generan curvas de respuesta a dosis mas pronunciadas. Para muchos farmacos, los efectos deseados se
encuentran a dosis ligeramente mayores que la dosis umbral, con frecuencia porque dosis menores son
relativamente ineficaces y dosis mayores conducen a efectos secundarios indeseados. Para curvas de respuesta a
dosis generadas in vivo, una curva puede caracterizarse por valores tales como ug/kg, mg/kg o g/kg de peso
corporal, si se desea.

Para comparaciones por lotes, puede ser util calcular el coeficiente de variacion (CV) entre diferentes curvas de
respuesta a dosis de diferentes lotes (por ejemplo, entre diferentes lotes de fragmentos proteicos de AARS,
anticuerpos u otros agentes), en parte porque el CV permite la comparacion entre conjuntos de datos con diferentes
unidades o diferentes medios. Por ejemplo, en ciertas realizaciones a modo de ejemplo, dos o tres 0 mas lotes
diferentes de fragmentos proteicos de AARS u otros agentes tienen un CV entre ellos de menos de
aproximadamente 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5%, 4 %, 3%, 2% o0 1 % para una
curva de 4, 5, 6, 7 u 8 puntos de dosis. En ciertas realizaciones, la curva de respuesta a dosis se mide en un ensayo
basado en células, y su lectura se relaciona con un aumento o una reduccién en una actividad no candnica
seleccionada del fragmento proteico de AARS. En ciertas realizaciones, la curva de respuesta a dosis se mide en un
ensayo de liberacion celular o un modelo animal (por ejemplo, un modelo de ratén), y su lectura se relaciona con la
muerte celular o muerte animal. Otras variaciones resultaran evidentes para expertos en la materia.

VIII. SISTEMAS DE EXPRESION Y PURIFICACION

Las realizaciones de la presente invencién incluyen métodos y composiciones relacionadas para expresar y purificar
los fragmentos proteicos de AARS u otros agentes basados en polipéptidos de la invencion. Dichos polipéptidos de
AARS recombinantes pueden prepararse convenientemente usando protocolos convencionales como se describe
por ejemplo en Sambrook, et al., (1989, mencionado anteriormente), en particular las Secciones 16 y 17; Ausubel et
al., (1994, mencionado anteriormente), 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. Como un ejemplo general,
pueden prepararse polipéptidos de AARS por un procedimiento que incluye una o mas de las etapas de: (a) preparar
una construcciéon que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido de AARS y que esta
unida operativamente con un elemento regulador; (b) introducir la construccién en una célula hospedadora; (c)
cultivar la célula hospedadora para expresar el polipéptido de AARS; y (d) aislar el polipéptido de AARS de la célula
hospedadora.

Se describen en otra parte del presente documento polinucleétidos de AARS. Para expresar un polipéptido deseado,
puede insertarse una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido, o un equivalente funcional, en un vector
de expresion apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripcion y traduccién
de la secuencia codificante insertada. Pueden usarse métodos que conocen bien los expertos en la materia para
construir vectores de expresion que contienen secuencias que codifican un polipéptido de interés y elementos de
control de la transcripcion y la traducciéon apropiados. Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in
vitro, técnicas de sintesis y recombinacion 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 conoce diversos sistemas de vector/hospedador de expresion y pueden utilizarse para contener y expresar
secuencias polinucleotidicas. Estos incluyen, pero sin limitacién, microorganismos tales como bacterias
transformadas con bacteriéfago recombinante, plasmido o vectores de expresion de ADN de cdsmidos; levadura
transformada con vectores de expresion de levadura; sistemas de células de insectos infectados con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformados con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con
vectores de expresion bacteriana (por ejemplo, plasmidos Ti o0 pBR322); o sistemas de células animales, incluyendo
células de mamifero y mas especificamente sistemas de células humanas.

Los "elementos de control" o "secuencias reguladoras" presentes en un vector de expresiéon son las regiones no
traducidas del vector -potenciadores, promotores, regiones no traducidas 5' y 3'- que interaccionan con proteinas
celulares hospedadoras para llevar a cabo transcripcion y traduccion. Dichos elementos pueden variar en su fuerza y
especificidad. Dependiendo del sistema de vector y hospedador utilizado, puede usarse cualquier variedad de
elementos de transcripcion y traduccién adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo,
cuando se clonan en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como el promotor de lacZ
hibrido del fagémido PBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, Calif.) o plasmido PSPORT1 (Gibco BRL, Gaithersburg,
Md.) y similares. En sistemas de células de mamifero, se prefieren en general promotores de genes de mamifero o
de virus de mamifero. Si es necesario generar una linea celular que contenga mdultiples copias de la secuencia que
codifica un polipéptido, pueden usarse provechosamente vectores basados en SV40 o VEB con un marcador
seleccionable apropiado.

En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse varios vectores de expresion dependiendo del uso pretendido para
el polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando son necesarias grandes cantidades, pueden usarse vectores que
dirijan expresién de alto nivel de proteinas de fusion que se purifican faciimente. Dichos vectores incluyen, pero sin
limitacion, los vectores de clonacion y expresion de E. coli multifuncionales tales como BLUESCRIPT (Stratagene),
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en los que la secuencia que codifica el polipéptido de interés puede ligarse en el vector en fase con secuencias para
la Met amino-terminal y los 7 restos posteriores de B-galactosidasa de modo que se produzca una proteina hibrida;
vectores PIN (Van Heeke y Schuster, J. Biol. Chem. 264: 5503 5509 (1989)); y similares. También pueden usarse
vectores pGEX (Promega, Madison, Wis.) para expresar polipéptidos ajenos como proteinas de fusion con glutation
S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusion son solubles y pueden purificarse facilmente a partir de
células lisadas mediante adsorcion en perlas de glutation-agarosa seguido de elucion en presencia de glutation libre.
Pueden disefiarse proteinas realizadas en dichos sistemas para que incluyan heparina, trombina o sitios de corte y
empalme de factor XA proteasa de modo que el polipéptido clonado de interés pueda liberarse del resto GST a
voluntad.

Ciertas realizaciones pueden emplear sistemas de expresion basados en E. coli (véase, por ejemplo, Structural
Genomics Consortium et al.,, Nature Methods 5:135-146, 2008). Estas realizaciones y realizaciones relacionadas
pueden basarse parcialmente o totalmente en la clonacion independiente de ligamiento (LIC) para producir un vector
de expresion adecuado. En realizaciones especificas, la expresion proteica puede controlarse por una ARN
polimerasa T7 (por ejemplo, serie de vector pET). Estas realizaciones y realizaciones relacionadas pueden utilizar la
cepa hospedadora de expresion BL21 (DE3), un liségeno ADE3 de BL21 que soporta la expresion mediada por T7 y
es deficiente en ion y ompT proteasas para estabilidad de proteina diana mejorada. También se incluyen cepas
hospedadoras de expresion que portan plasmidos que codifican ARNt poco usados en E. coli, tales como las cepas
ROSETTA™ (DE3) y Rosetta 2 (DE3). La lisis celular y la manipulacion de muestras también pueden mejorarse
usando reactivos comercializados con las marcas comerciales nucleasa BENZONASE® y Reactivo de Extraccion de
Proteinas BUGBUSTER®. Para el cultivo celular, el medio autoinductor puede mejorar la eficacia de muchos
sistemas de expresion, incluyendo sistemas de expresién de alto rendimiento. Los medios de este tipo (por ejemplo,
sistema de autoinduccion OVERNIGHT EXPRESS™) inducen gradualmente expresion de la proteina mediante
desplazamiento metabdlico sin la adicién de agentes inductores artificiales tales como IPTG. Las realizaciones
particulares emplean marcadores de hexahistidina (tales como los comercializados con el nombre comercial
fusiones HIS'TAG®), seguidos de purificacion por cromatografia de afinidad metalica inmovilizada (IMAC), o
técnicas relacionadas. En ciertos aspectos, sin embargo, pueden aislarse proteinas de uso clinico 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). Como ejemplo adicional, ciertas realizaciones pueden emplear un sistema de produccién de E. coli
de alto rendimiento inducido por choque frio, porque la sobreexpresién 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 fermentacion bacteriana de alta densidad. Por ejemplo, el cultivo de alta densidad
celular de Ralstonia eutropha permite la produccion de proteinas a densidades celulares de mas de 150 g/l, y la
expresion de proteinas recombinantes a titulos que superan 10 g/l.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, pueden usarse varios vectores que contienen promotores constitutivos o
inducibles tales como factor alfa, alcohol oxidasa y PGH. Para revisiones, véase Ausubel et al. (mencionado
anteriormente) 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). Ciertas realizaciones incluyen sistemas de levadura que se modifican técnicamente para glucosilar
selectivamente proteinas, incluyendo levaduras que tienen rutas de N-glucosilacion humanizadas, entre otros
(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; Patentes de Estados Unidos N.° 7.629.163;
7.326.681; y 7.029.872). Unicamente como ejemplo, pueden dejarse crecer cultivos de levadura recombinantes en
matraces de Fernbach o fermentadores de 15 I, 50 |, 100 | y 200 |, entre otros.

En casos en los que se usan vectores de expresion vegetales, la expresion de secuencias que codifican polipéptidos
puede conducirse por cualquiera de varios promotores. Por ejemplo, pueden usarse promotores viricos tales como
los promotores 35S y 19S de CaMV solos 0 en combinacién con la secuencia lider omega de TMV (Takamatsu,
EMBO J. 6:307-311 (1987)). Como alternativa, pueden usarse promotores vegetales 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 transformacién de ADN directa o transformacién mediada por
patégenos. Dichas técnicas se describen en varias revisiones disponibles en general (véase, por ejemplo, Hobbs in
McGraw Hill, Yearbook of Science and Technology, pags. 191-196 (1992)).

También puede usarse un sistema de insectos para expresar un polipéptido del interés. Por ejemplo, en uno de
dichos sistemas, se usa el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como un vector para
expresar genes ajenos en células de Spodoptera frugiperda o en células de Trichoplusia. Las secuencias que
codifican el polipéptido pueden clonarse en una regién no esencial del virus, tal como el gen de poliedrina, y
colocarse bajo el control promotor de poliedrina. La insercién exitosa de la secuencia que codifica polipéptidos hara
al gen de poliedrina inactivo y producira virus recombinantes que carecen de proteina de envoltura. Los virus
recombinantes pueden después usarse para infectar, por ejemplo, células de S. frugiperda o células de Trichoplusia
en las que el polipéptido de interés puede expresarse (Engelhard et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91:3224-3227
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1994)). También se incluyen sistemas de expresion de baculovirus, incluyendo los que utilizan células SF9, SF21 y
T. ni (véase, por ejemplo, Murphy y Piwnica-Worms, Curr Protoc Protein Sci., Capitulo 5: Unidad 5.4, 2001). Los
sistemas de insectos pueden proporcionar modificaciones postraduccionales que son similares a sistemas de
mamifero

En células hospedadoras de mamifero, estan disponibles en general varios sistemas de expresion basados en virus.
Por ejemplo, en casos en los que se usa un adenovirus como un vector de expresion, pueden ligarse secuencias
que codifican un polipéptido de interés en un complejo de transcripcion/traduccion de adenovirus que consiste en el
promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Puede utilizarse insercién en una region E1 o E3 no esencial del
genoma viral para obtener un virus viable que es capaz de expresar el polipéptido en células hospedadoras
infectadas (Logan y Shenk, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 81:3655-3659 (1984)). Ademas, pueden usarse potenciadores
de la transcripcion, tales como el potenciador del virus de sarcoma de Rous (VSR), para aumentar la expresion en
células hospedadoras de mamifero.

Los ejemplos de lineas celulares hospedadoras de mamifero dtiles incluyen linea CV1 de rifiébn de mono
transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifién embrionario humano (293 o células 293
subclonadas para crecimiento en cultivo en suspension, 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 rifiébn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifion de mono verde africano (VERO-76, ATCC
CRL-1587); células de carcinoma de cuello uterino 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 de hepatoma humano (Hep G2). Otras lineas celulares hospedadoras de mamifero incluyen células de ovario
de hamster chino (CHO), incluyendo células DHFR-CHO (Urlaub et al., PNAS USA 77:4216 (1980)); y lineas
celulares de mieloma tales como NSO y Sp2/0. Para una revision de ciertas lineas celulares hospedadoras de
mamifero adecuadas para produccion 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), pp 255-268. Ciertos sistemas de expresion de
células de mamifero preferidos incluyen sistemas de expresion basados en células CHO y HEK293. Los sistemas de
expresion de mamifero pueden utilizar lineas celulares unidas, por ejemplo, en matraces en T, frascos rotatorios o
fabricas celulares, o cultivos en suspension, por ejemplo, en agitadores de 1 1y 5 |, biorreactores de tanque agitado
de51,141,401,100 |y 200 I, o biorreactores WAVE de 20/50 | y 100/200 |, entre otros conocidos en la técnica.

También se incluye la expresion sin células de proteinas. Estas realizaciones y otras relacionadas normalmente
utilizan ARN polimerasa purificada, ribosomas, ARNt y ribonucleétidos; Estos reactivos pueden producirse por
extraccion de células o de un sistema de expresion basado en células.

También pueden usarse sefiales de inicio especificas para conseguir traduccion mas eficaz de secuencias que
codifican un polipéptido de interés. Dichas sefiales incluyen el codon de inicio ATG y secuencias adyacentes. En
casos en los que se insertan secuencias que codifican el polipéptido, su coddn de inicio y secuencias cadena arriba
en el vector de expresion apropiado, pueden no ser necesarias sefiales de control de la transcripcion o traduccién
adicionales. Sin embargo, en casos en los que solamente se inserta secuencia codificante, o una parte de la misma,
deberian proporcionarse sefiales de control de la traduccién exdgenas incluyendo el codén de inicio ATG. Ademas,
el codoén de inicio deberia estar en la fase de lectura correcta para asegurar la traduccion del inserto completo. Los
elementos de traduccién y codones de inicio exdgenos pueden ser de diversos origenes, tanto naturales como
sintéticos. La eficacia de expresion puede potenciarse por la inclusién de potenciadores que son apropiados para el
sistema celular particular que se usa, tales como los descritos en la bibliografia (Scharf et al., Results Probl. Cell
Difer. 20:125-162 1994)).

Ademas, puede elegirse una cepa de célula hospedadora por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias insertadas o para procesar la proteina expresada de la manera deseada. Dichas modificaciones del
polipéptido incluyen, pero sin limitacién, modificaciones postraduccionales tales como acetilacion, carboxilacién,
glucosilacion, fosforilacién, lipidacién y acilacién. El procesamiento postraduccional que escinde una forma "prepro”
de la proteina también puede usarse para facilitar la insercion, el plegamiento y/o la funcién correctos. Pueden
elegirse diferentes células hospedadoras tales como levadura, CHO, HelLa, MDCK, HEK293 y W138, ademas de
células bacterianas, que tienen o incluso carecen de magquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos
para dichas actividades postraduccionales, para asegurar la modificacién y el procesamiento correctos de la proteina
ajena.

Para produccion de alto rendimiento, a largo plazo, de proteinas recombinantes, se prefiere en general la expresion
estable. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan de forma estable un polinucleétido de interés pueden
transformarse usando vectores de expresion que pueden contener origenes viricos de replicaciéon y/o elementos de
expresion endégenos y un gen marcador seleccionable en el mismo vector o en uno separado. Después de la
introduccion del vector, puede permitirse que las células crezcan durante aproximadamente 1-2 dias en un medio
enriquecido antes de cambiarse a medio selectivo. El fin del marcador seleccionable es conferir resistencia a la
seleccidn, y su presencia permite el crecimiento y recuperacion de células que expresan con éxito las secuencias
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introducidas. Puede hacerse que los clones resistentes de células transformadas de forma estable proliferen usando
técnicas de cultivo tisular apropiadas para el tipo celular. También puede emplearse produccién transitoria, tal como
mediante transfeccién o infeccién transitoria. Los sistemas de expresion de mamiferos a modo de ejemplo que son
adecuados para la produccion transitoria incluyen sistemas basados en HEK293 y CHO.

Puede usarse cualquier variedad de sistemas de seleccion para recuperar lineas celulares transformadas o
transducidas. Estos incluyen, pero sin limitacién, los genes de la timidina quinasa del virus del herpes simple (Wigler
et al., Cell 11:223-232 (1977)) y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy et al., Cell 22:817-823 (1990)) que pueden
emplearse en células tk- o aprt-, respectivamente. Ademas, puede usarse la resistencia a antimetabolitos,
antibiéticos o herbicidas como la base de la seleccion; por ejemplo, dhfr que confiere resistencia al metotrexato
(Wigler et al., Pro. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 77:3567-70 (1980)); Npt, que confiere resistencia a los aminoglucésidos,
neomicina y G-418 (Colbere-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150:1-14 (1981)); y als o pat, que confieren resistencia a
clorsulfurén y fosfinotricina acetiltransferasa, respectivamente (Murry, mencionado anteriormente). Se han descrito
genes seleccionables adicionales, por ejemplo, trpB, que permiten que las células utilicen indol en lugar de
triptéfano, o hisD, que permite que las células utilicen histinol en lugar de histidina (Hartman y Mulligan, Proc. Nat.
Acad. Sci. U.S.A. 85:8047-51 (1988)). El uso de marcadores visibles ha obtenido popularidad con marcadores tales
como proteina verde fluorescente (GFP) y otras proteinas fluorescentes (por ejemplo, RFP, YFP), antocianinas, -
glucuronidasa y su sustrato GUS, vy luciferasa y su sustrato luciferina, usandose ampliamente no solamente para
identificar transformantes, sino también para cuantificar la cantidad de expresion proteica 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. Ciertos aspectos pueden utilizar, por ejemplo, marcadores de fusién de
hexa-histidina para expresién y purificacion de proteinas en superficies de portaobjetos modificados con quelados
metalicos o particulas de Ni MagneHis (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). Estas realizaciones y
realizaciones relacionadas pueden usarse, por ejemplo, para generar micromatrices de fragmento o fragmentos
proteicos de AARS, que después pueden usarse para explorar bibliotecas para identificar agentes que interaccionen
con el fragmento o los fragmentos proteicos de AARS.

Se conocen en la técnica diversos protocolos para detectar y medir la expresion de productos codificados por
polinucleétidos, usando agentes de unién o anticuerpos tales como los anticuerpos policlonales o monoclonales
especificos del producto. Los ejemplos incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
inmunotransferencias de Western, radioinmunoensayos (RIA) y separacion de células activadas por fluorescencia
(FACS). Estos y otros ensayos se describen, entre otros sitios, en Hampton et al., Serological Methods, a Laboratory
Manual (1990) y Maddox et al., J. Exp. Medicina. 158:1211-1216 (1983).

Los expertos en la materia conocen una amplia diversidad de marcadores y técnicas de conjugacion y pueden
usarse en diversos ensayos de acido nucleico y aminoacidos. Los medios para producir hibridacion marcada o
sondas de PCR para detectar secuencias relacionadas con polinucleétidos incluyen oligomarcaje, traslacion de
muesca, marcaje de extremos o amplificaciébn por PCR usando un nucleétido marcado. Como alternativa, las
secuencias, o0 cualquier parte de las mismas pueden clonarse en un vector para la produccién de una sonda de
ARNm. Dichos vectores se conocen en la técnica, estan disponibles en el mercado y pueden usarse para sintetizar
sondas de ARN in vitro mediante la adicion de una ARN polimerasa apropiada tal como T7, T3 o SP6 y nucleétidos
marcados. Estos procedimientos pueden realizarse usando diversos kits disponibles en el mercado. Las moléculas
indicadoras o los marcadores adecuados que pueden usarse incluyen radionuclidos, enzimas, agentes
fluorescentes, quimioluminiscentes o0 cromogénicos asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas
magnéticas y similares.

Pueden cultivarse células hospedadoras transformadas con una secuencia polinucleotidica de interés en
condiciones adecuadas para la expresion y recuperacion de la proteina de cultivo celular. Ciertas realizaciones
especificas utilizan sistemas de expresion celular sin suero. Los ejemplos incluyen células HEK293 y células CHO
que pueden crecer en medio sin suero (véase, por ejemplo, Rosser et al., Protein Expr. Purif. 40:237-43, 2005; y
Patente de 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 entenderan los expertos en la materia, los vectores de
expresion que contienen polinucleétidos de la invencién pueden disefiarse para contener secuencias sefal que
dirijan la secrecion del polipéptido codificado a través de una membrana celular procaridtica o eucaridtica. Otras
construcciones recombinantes pueden usarse para unir secuencias que codifican un polipéptido de interés con una
secuencia de nucleétidos que codifica un dominio polipeptidico lo que facilitara la purificacion y/o deteccion de
proteinas solubles. Los ejemplos de dichos dominios incluyen marcadores epitépicos y de purificacion de afinidad
escindibles y no escindibles tales como avidina, marcadores FLAG, marcadores de polihistidina (por ejemplo, 6xHis),
marcadores de cMyc, marcadores V5, marcadores de glutation S-transferasa (GST) y otros.
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La proteina producida por una célula recombinante puede purificarse y caracterizarse de acuerdo con diversas
técnicas conocidas en este campo. Los sistemas a modo de ejemplo para realizar purificacién de proteinas y
analizar la pureza de proteinas incluyen cromatografia liquida de proteinas rapida (FPLC) (por ejemplo, sistemas de
AKTA y Bio-Rad FPCL), cromatografia liquida de alta presién (HPCL) (por ejemplo, Beckman and Waters HPLC).
Las quimicas a modo de ejemplo para purificacion incluyen cromatografia de intercambio i6nico (por ejemplo, Q, S),
cromatografia de exclusién por tamafo, gradientes salinos, purificacion de afinidad (por ejemplo, Ni, Co, FLAG,
maltosa, glutatién, proteina A/G), filtracion en gel, fase inversa, cromatografia de intercambio i6nico ceramica
HYPERD® y columnas de interaccion hidréfoba (HIC), entre otras conocidas en la técnica. También se incluyen
métodos analiticos tales como SDS-PAGE (por ejemplo, tincion de coomassie, tincion de plata),
inmunotransferencia, Bradford, y ELISA, que pueden utilizarse durante cualquier etapa del proceso de produccion o
purificacién, normalmente para medir la pureza de la composicién proteica.

También se incluyen métodos para concentrar fragmentos proteicos de AARS, y composicion que comprende
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 90 %, 0 mas)
en una forma de peso molecular aparente cuando se evalGan por ejemplo mediante cromatografia de exclusién por
tamafio, dispersion de luz dindmica o ultracentrifugacién analitica.

En otro aspecto, dichas composiciones tienen una pureza (en proteinas) de al menos aproximadamente 90 %, o en
algunos aspectos al menos aproximadamente 95 % de pureza, 0 en algunas realizaciones, al menos 98 % de
pureza. La pureza puede determinarse mediante cualquier método analitico rutinario como se conoce en la técnica.

En otro aspecto, dichas composiciones tienen un contenido de agregado de alto peso molecular de menos de
aproximadamente 10 %, en comparacion con la cantidad total de proteina presente, o en algunas realizaciones
dichas composiciones tienen un contenido de agregado de alto peso molecular de menos de aproximadamente 5 %,
0 en algunos aspectos dichas composiciones tienen un contenido de agregado de alto peso molecular de menos de
aproximadamente 3 %, o en algunas realizaciones un contenido de agregado de alto peso molecular de menos de
aproximadamente 1 %. El contenido de agregado de alto peso molecular puede determinarse mediante diversas
técnicas analiticas incluyendo, por ejemplo, mediante cromatografia de exclusidon por tamafio, dispersion de luz
dinamica o ultracentrifugacion analitica.

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

Los ejemplos de enfoques de concentracién contemplados en el presente documento incluyen liofilizacion, que se
emplea normalmente cuando la solucién contiene pocos componentes solubles distintos de la proteina de interés. La
liofilizacion se realiza con frecuencia después del procesamiento por HPLC, y puede retirar la mayoria o todos de los
componentes volatiles de la mezcla. También se incluyen técnicas de ultrafiltraciéon, que normalmente emplean una
0 mas membranas permeables selectivas para concentrar una solucion proteica. La membrana permite que la
atraviesen agua y moléculas pequefias y retiene la proteina; la soluciéon puede empujarse contra la membrana por
una bomba mecénica, presion de gas o centrifugacién, entre otras técnicas.

En ciertas realizaciones, los reactivos, fragmentos proteicos de AARS, o agentes relacionados (por ejemplo,
anticuerpos) tienen una pureza de al menos aproximadamente 90 %, como se mide acuerdo con técnicas rutinarias
en este campo. En ciertas realizaciones, tales como composiciones de diagnéstico o ciertas composiciones
terapéuticas, las composiciones de AARS de la presente invencidon tienen una pureza de al menos
aproximadamente 95 %. En realizaciones especificas, tales como composiciones terapéuticas o farmacéuticas, las
composiciones de PheRSA de la presente invencioén tienen una pureza de al menos aproximadamente 97 %, 98 % o
99 %. En otras realizaciones, tal como cuando se usan como referencia o reactivos de investigacion, los fragmentos
proteicos de AARS pueden ser de menor pureza, y pueden tener una pureza de al menos aproximadamente 50 %,
60 %, 70 % u 80 %. La pureza puede medirse en general 0 en relacién con componentes seleccionados, tales como
otras proteinas, por ejemplo, pureza en proteinas.

Los fragmentos proteicos de AARS purificados también pueden caracterizarse de acuerdo con sus caracteristicas
bioldgicas. Los ejemplos incluyen afinidad de unién o cinética de unién con un ligando seleccionado (por ejemplo, un
compafiero de unién celular del fragmento proteico de AARS tal como un receptor de superficie celular o un dominio
extracelular del mismo), y la presencia o los niveles de una o mas actividades biolégicas canoénicas o no canénicas
como se describe en el presente documento. La afinidad de unién y cinética de union pueden medirse de acuerdo
con diversas técnicas conocidas en este campo, tales como Biacore® y tecnologias relacionadas que utilizan
resonancia de plasmon superficial (RPS), un fenédmeno éptico que permite la deteccidon de agentes de interaccién no
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marcados en tiempo real. Pueden usarse biosensores basados en RPS en la determinacion de la concentracion
activa, exploracién y caracterizacion con respecto tanto a afinidad como a cinética. La presencia o los niveles de una
0 mas actividades biolégicas no canénicas o candnicas pueden medirse de acuerdo con ensayos basados en
células, incluyendo los que utilizan un compafiero de unién celular (por ejemplo, receptor de superficie celular) de un
fragmento proteico de AARS seleccionado, que esta acoplado funcionalmente con una lectura o un indicador, tal
como un indicador fluorescente o luminiscente de una actividad biolégica no canénica, como se describe en el
presente documento.

En ciertas realizaciones, como se ha indicado anteriormente, las composiciones de polipéptidos de AARS son
aproximadamente sustancialmente sin endotoxinas, incluyendo, por ejemplo, aproximadamente 95 % sin
endotoxina, preferentemente aproximadamente 99 % sin endotoxinas, y mas preferentemente aproximadamente
99,99 % sin endotoxinas. La presencia de endotoxinas puede detectarse de acuerdo con técnicas rutinarias en este
campo, como se describe en el presente documento. En realizaciones especificas, las composiciones de AARS se
preparan a partir de una célula eucariética tal como una célula de mamifero o humana en medio sustancialmente sin
suero.

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

También se incluyen ensayos analiticos basados en proteinas y métodos, que pueden usarse para evaluar, por
ejemplo, la pureza proteica, el tamafio, la solubilidad y el grado de agregacion, entre otras caracteristicas. La pureza
proteica puede evaluarse de varias maneras. Por ejemplo, la pureza puede evaluarse basandose en la estructura
primaria, estructura de mayor orden, tamafio, carga, hidrofobicidad y glucosilacién. Los ejemplos de métodos para
evaluar la estructura primaria incluyen secuenciacion N- y C-terminal y mapeo de péptidos (véase, por ejemplo, Allen
et al., Biologicals., 24:255-275, 1996)). Los ejemplos de métodos para evaluar estructura de mayor orden incluyen
dicroismo circular (véase, por ejemplo, Kelly et al., Biochim Biophys Acta. 1751:119-139, 2005), espectroscopia
fluorescente (véase, por ejemplo, Meagher et al., J. Biol. Chem. 273:23283-89, 1998), FT-IR, cinética de intercambio
de hidrégeno-deuterio de amida, calorimetria de exploracion diferencial, espectroscopia de RMN, inmunorreactividad
con anticuerpos conformacionalmente sensibles. También puede evaluarse una estructura de mayor orden en
funcién de una variedad de parametros tales como pH, temperatura o sales afiadidas. Los ejemplos de métodos
para evaluar las caracteristicas proteicas tales como tamafo incluyen ultracentrifugacion analitica y HPLC de
exclusién por tamafio (SEC-HPLC), y los métodos a modo de ejemplo para medir la carga incluyen cromatografia de
intercambio i6nico e isoelectroenfoque. La hidrofobicidad puede evaluarse, por ejemplo, mediante HPLC de fase
inversa y HPLC de cromatografia de interaccion hidréfoba. La glucosilacién puede afectar a farmacocinética (por
ejemplo, eliminacion), conformacion o estabilidad, o unién al receptor y funcién de proteinas, y puede evaluarse, por
ejemplo, en espectrometria de masas y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

Como se ha indicado anteriormente, ciertas realizaciones incluyen el uso de SEC-HPLC para evaluar caracteristicas
proteicas tales como pureza, tamafio (por ejemplo, homogeneidad de tamafio) o grado de agregacién y/o para
purificar proteinas, entre otros usos. SEC, que también incluye cromatografia de filtracion en gel (GFC) y
cromatografia de permeacién de gel (GPC), se refiere a un método cromatografico en el que se separan moléculas
en solucién en un material poroso basandose en su tamafio, 0 mas especificamente en su volumen hidrodinamico,
coeficiente de difusion y/o propiedades de superficie. El proceso se usa en general para separar moléculas
biologicas, y para determinar pesos moleculares y distribuciones de pesos moleculares de polimeros. normalmente,
una muestra bioldgica o proteica (tal como un extracto proteico producido de acuerdo con los métodos de expresion
de proteinas proporcionados en el presente documento y conocidos en la técnica) se carga en una columna de
exclusién por tamafio seleccionada con una fase estacionaria definida (el material poroso), preferentemente en una
fase que no interactla con las proteinas de la muestra. En ciertos aspectos, la fase estacionaria esta compuesta de
particulas inertes empaquetadas en una matriz tridimensional densa dentro de una columna de vidrio o acero. La
fase movil puede ser agua pura, un tampoén acuoso, un disolvente organico o una mezcla de los mismos. Las
particulas de fase estacionaria normalmente tienen poros y/o canales pequefios que solamente permiten que entren
moléculas por debajo de un cierto tamafio. Las particulas grandes se excluyen por tanto de estos poros y canales, y
su interaccion limitada con la fase estacionaria las conduce a eluir como un pico "totalmente excluido" al comienzo
del experimento. Se retiran moléculas mas pequefias que pueden caber por los poros, de la fase mévil que fluye, y
el tiempo que pasan inmovilizadas en los poros de fase estacionaria depende, en parte, de lo lejos que penetran en
los poros. Su retirada del flujo de fase moévil provoca que tarden mas en eluirse de la columna y da como resultado
una separacioén entre las particulas basandose en diferencias en su tamafio. Una columna de exclusién por tamafio
dada tiene un intervalo de pesos moleculares que pueden separarse. En general, moléculas mayores que el limite
superior no seran atrapadas por la fase estacionaria, moléculas mas pequefias que el limite inferior entraran
completamente en la fase solida y eluiran como una Unica banda, y moléculas dentro del intervalo eluiran a
diferentes velocidades, definidas por sus propiedades tales como volumen hidrodinamico. Para ejemplos de estos
métodos en la préactica con proteinas farmacéuticas, véase Bruner et al., journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. 15:1929-1935, 1997.
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También se analiza la pureza proteica para aplicaciones clinicas, por ejemplo, en Anicetti et al. (Trends in
Biotechnology 7:342-349, 1989). Técnicas mas recientes para analizar la pureza proteica incluyen, sin limitacion, el
LabChip GXII, una plataforma automatica para el andlisis rapido de proteinas y acidos nucleicos, que proporciona
andlisis de alto rendimiento de titulo, calibrado y analisis de pureza de las proteinas. En ciertas realizaciones no
limitantes, pueden obtenerse proteinas de uso clinico tales como fragmentos proteicos y anticuerpos utilizando una
combinacion de materiales cromatograficos en al menos dos etapas ortogonales, entre otros métodos (véase, por
ejemplo, Therapeutic Proteins: Methods and Protocols. 308, Eds., Smales y James, Humana Press Inc., 2005).
normalmente, los agentes proteicos (por ejemplo, fragmentos proteicos de AARS, anticuerpos, agentes de union) y
otros agentes (por ejemplo, antisentido, ARNi, moléculas pequefias) estan sustancialmente sin endotoxina, como se
mide de acuerdo con técnicas conocidas en este campo y descritas en el presente documento.

También se incluyen ensayos de solubilidad de proteinas. Dichos ensayos pueden utilizarse, por ejemplo, para
determinar el crecimiento 6ptimo y las condiciones de purificacién para produccién recombinante, para optimizar la
elecciéon de tampén o tampones, y para optimizar la eleccion de fragmentos proteicos de AARS o variantes de los
mismos. La solubilidad o agregacion puede evaluarse de acuerdo con diversos parametros, incluyendo temperatura,
pH, sales y la presencia o ausencia de otros aditivos. Los ejemplos de ensayos de exploracion de solubilidad
incluyen, sin limitacién, métodos basados en microplacas para medir la solubilidad de proteinas usando turbidez u
otra medida como un criterio de valoracién, ensayos de alto rendimiento para andlisis de la solubilidad de proteinas
recombinantes purificadas (véase, por ejemplo, Stenvall et al. , Biochim Biophys Acta. 1752:6-10, 2005), ensayos
gue usan la complementacion estructural de una proteina marcadora genética para supervisar y medir el
plegamiento y la solubilidad de las proteinas in vivo (véase, por ejemplo, Wigley et al., Nature Biotechnology 19:131-
136, 2001), y exploracién electroquimica de solubilidad proteica recombinante en Escherichia coli usando
microscopia electroquimica de barrido (SECM) (véase, por ejemplo, Nagamine et al.,, Biotechnology and
Bioengineering, 96:1008-1013, 2006), entre otros. Pueden identificarse y seleccionarse fragmentos proteicos de
AARS con solubilidad aumentada (o agregacién reducida) de acuerdo con técnicas rutinarias en este campo,
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 puede medirse por técnicas de dispersion de luz dinamica. La
agregacion es un término general que abarca varios tipos de interacciones o caracteristicas, incluyendo
interacciones y caracteristicas solubles/insolubles, covalentes/no covalentes, reversibles/irreversibles y
nativas/desnaturalizadas. Para productos terapéuticos proteicos, la presencia de agregados se considera
normalmente indeseable debido a la preocupacion de que los agregados puedan causar una reaccion inmunogénica
(por ejemplo, agregados pequefios), 0 puedan provocar acontecimientos adversos tras su administracion (por
ejemplo, particulas). La dispersion de luz dinamica se refiere a una técnica que puede usarse para determinar el
perfil de distribucion de tamafios de particulas pequefias en suspension o polimeros tales como proteinas en
solucién. Esta técnica, también denominada espectroscopia de correlacion foténica (PCS) o dispersién de la luz
cuasi elastica (QELS), usa luz dispersada para medir la velocidad de difusion de las particulas proteicas. Pueden
observarse fluctuaciones en la intensidad de dispersion debido al movimiento browniano de las moléculas y
particulas en la solucion. Estos datos de movimiento pueden procesarse convencionalmente para derivar una
distribucién de tamafios para la muestra, en la que el tamafio se proporciona por el radio de Stokes o radio
hidrodinamico de la particula proteica. El tamafio hidrodinamico depende tanto de la masa como de la forma
(conformacion). La dispersién dindmica puede detectar la presencia de cantidades muy pequefias de proteina
agregada (<0,01 % en peso), incluso en muestras que contienen un amplio intervalo de masas. También pueden
usarse para comparar la estabilidad de diferentes formulaciones, incluyendo, por ejemplo, aplicaciones que se basan
en supervision en tiempo real de cambios a temperaturas elevadas. En consecuencia, ciertas realizaciones incluyen
el uso de dispersion de luz dindmica para analizar la solubilidad y/o presencia de agregados en una muestra que
contiene un fragmento proteico de AARS, anticuerpo u otro agente de la invencion.

IX. METODOS DE DIAGNOSTICO Y COMPOSICIONES

Pueden usarse agentes de AARS tales como fragmentos proteicos de AARS, polinucledtidos de AARS, y
anticuerpos y otros agentes de union descritos en el presente documento en ensayos de diagnéstico y
composiciones de diagnostico. Se incluyen métodos y composiciones biogquimicos, histolégicos y basados en
células, entre otros.

Estas realizaciones y otras relacionadas incluyen la deteccion de la secuencia o las secuencias polinuclectidicas de
AARS o0 secuencia 0 secuencias polipeptidicas de AARS correspondientes o partes de las mismas de uno o mas
fragmentos proteicos de AARS de nueva identificacion, también denominados polipéptidos de AARS. Por ejemplo,
ciertos aspectos incluyen la deteccion de la secuencia o las secuencias polinucleotidicas de AARS o secuencia o
secuencias polipeptidicas correspondientes o partes de las mismas de una o mas variantes de corte y empalme de
AARS de nueva identificacién y/o uno o mas puntos de union de corte y empalme de esas variantes de corte y
empalme. En ciertas realizaciones, el polinucle6tido o secuencia o secuencias polipeptidicas correspondientes de al
menos uno de los puntos de union de corte y empalme es Unico de esa variante de corte y empalme de AARS
particular.
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También se incluye la deteccion directa de fragmentos proteicos de AARS, incluyendo variantes de corte y empalme,
fragmentos proteoliticos y otros. En ciertas realizaciones, la presencia o los niveles de uno o mas fragmentos
proteicos de AARS de nueva identificaciéon se asocian o se correlacionan con uno o mas tipos celulares o estados
celulares. Por lo tanto, la presencia o los niveles de un polipéptido o polinucleétido de AARS puede usarse para
distinguir entre diferentes tipos celulares o diferentes estados celulares. La presencia o los niveles de fragmentos
proteicos de AARS o sus polinucleétidos relacionados pueden detectarse de acuerdo con técnicas de diagnostico
basadas en polinucleétidos y/o polipéptidos, como se describe en el presente documento y se conoce en la técnica.

Ciertos aspectos pueden emplear los fragmentos proteicos de AARS, anticuerpo, o polinucleétidos de AARS como
parte de un método de diagndstico complementario, normalmente para evaluar si un sujeto o una poblacion de
sujetos respondera favorablemente a un tratamiento médico especifico. Por ejemplo, un agente terapéutico de
AARS dado (por ejemplo, fragmento proteico, antisentido, ARNi, anticuerpo, agente de unién) podria identificarse
como adecuado para un sujeto o ciertas poblaciones de sujetos basandose en si el sujeto o los sujetos tienen uno o
mas biomarcadores seleccionados para una enfermedad o afecciéon dada. Los ejemplos de biomarcadores incluyen
marcadores de suero/tejido, asi como marcadores que pueden identificarse mediante técnicas de captura de
imagenes médicas. En ciertas realizaciones, un fragmento proteico de AARS de origen natural (o0 su polinucleétido
correspondiente) puede proporcionar en si mismo un biomarcador de suero y/o tisular que puede utilizarse para
medir el resultado farmacolégico o evaluar la conveniencia del uso farmacolégico en un sujeto especifico o una
poblacién de sujetos especifica. En ciertos aspectos, la identificacion de una secuencia de referencia polipeptidica o
polinucleotidica de AARS puede incluir caracterizar la expresion diferencial de esa secuencia, bien en un sujeto
seleccionado, tejido seleccionado, o de otro modo, 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 expresion diferencial de un
polipéptido o polinucleétido de AARS para caracterizar la condicién o el estado de una célula, un tejido o un 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 polinucleétido de AARS en una muestra biolégica para distinguir entre
células o tejidos de diferentes especies, células de diferentes tejidos u 6rganos, estados de desarrollo celular tales
como estados neonatal y adulto, de diferenciacion celular, condiciones tales como sanos, enfermos y tratados
fracciones intracelulares y extracelulares, ademas de cultivos celulares primarios y otros cultivos celulares, tales
como cultivos celulares inmortalizados

La expresion diferencial incluye una diferencia estadisticamente significativa en uno o mas niveles de expresion de
genes de una secuencia de referencia polinucleotidica o polipeptidica de AARS en comparacién con los niveles de
expresion de la misma secuencia en un control apropiado. La diferencia estadisticamente significativa puede
relacionarse con un aumento o una reduccion en los niveles de expresién, como se mide por niveles de ARN,
niveles proteicos, funcién proteica o cualquier otra medida relevante de la expresion génica tal como las descritas en
el presente documento. También se incluye una comparacion entre un polinucleétido o polipéptido de AARS de la
invencion y una secuencia de AARS citosdlica o mitocondrial de longitud completa o de tipo silvestre, normalmente
del mismo tipo o un tipo correspondiente. Puede detectarse expresién diferencial por diversas técnicas en este
campo y descritas en el presente documento, incluyendo técnicas basadas en polinucleétidos y polipéptidos, tales
como PCR en tiempo real, hibridacion sustractiva, matrices de polinucleétidos y polipéptidos, y otras.

Un resultado se denomina normalmente estadisticamente significativo si es poco probable que haya aparecido al
azar. El nivel de significacion de un ensayo o resultado esta relacionado tradicionalmente con un concepto de
ensayo de hipotesis estadistica frecuentista. En casos sencillos, la significacion estadistica puede definirse como la
probabilidad de tomar una decision para rechazar la hipotesis nula cuando la hipétesis nula es de hecho cierta (una
decision conocida como error de Tipo | 0 "determinacion de falso positivo"). Esta decision se realiza con frecuencia
usando el p valor: si el p valor es menor que el nivel de significacién, entonces se rechaza la hipétesis nula. Cuanto
menor sea el p valor, mas significativo sera el resultado. También pueden utilizarse factores Bayes para determinar
la significacién estadistica (véase, por ejemplo, Goodman S., Ann Intern Med 130:1005-13, 1999).

En casos mas complicados, pero practicamente importantes, el nivel de significacion de un ensayo o resultado
puede reflejar un andlisis en el que la probabilidad de tomar una decision para rechazar la hipétesis nula cuando la
hipétesis nula es de hecho cierta no es mayor que la probabilidad indicada. Este tipo de analisis posibilita las
aplicaciones en las que la probabilidad de decidir rechazar puede ser mucho mas pequefia que el nivel de
significacion para algunos conjuntos de suposiciones abarcadas dentro de la hipétesis nula.

En ciertas realizaciones a modo de ejemplo, la expresién diferencial estadisticamente significativa puede incluir
situaciones en las que el nivel de expresion de una secuencia de AARS dada proporciona al menos una diferencia
de aproximadamente 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, 50,0 X, 100,0X, o mayor en la expresion (es decir, expresion diferencial
gue puede ser expresién mayor 0 menor) en una muestra bioldgica sospechosa en comparacién con un control
apropiado, incluyendo todos los nimeros enteros y puntos decimales entre medias (por ejemplo, 1,24X, 1,25X, 2,1X,
2,5X, 60,0X, 75,0X, etc.). En ciertas realizaciones, la expresion diferencial estadisticamente significativa puede
incluir situaciones en las que el nivel de expresién de una secuencia de AARS dada proporciona al menos
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aproximadamente 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, 1.000 por ciento (%) o mayor diferencia en expresion (es decir, expresion
diferencial que puede ser mayor o menor) en una muestra biolégica sospechosa en comparacion con un control
apropiado, incluyendo todos los nimeros enteros y puntos decimales entre medias.

Como un ejemplo adicional, la expresion diferencial también puede determinarse realizando ensayo Z, es decir,
calculando una puntuacién Z absoluta, como se describe en el presente documento y se conoce en la técnica (véase
Ejemplo 1). El ensayo Z se utiliza normalmente para identificar diferencias significativas entre una media de muestra
y una media de poblacion. Por ejemplo, en comparacion con una tabla normal convencional (por ejemplo, un tejido
de control), a un intervalo de confianza del 95 % (es decir, al nivel de significacion del 5 %), una puntuacién Z con un
valor absoluto mayor de 1,96 indica ausencia de aleatoriedad. Para un intervalo de confianza del 99 %, si el Z
absoluto es mayor de 2,58, significa que p<0,01 y la diferencia es ain mas significativa, la hipotesis nula puede
rechazarse con mayor confianza. En estas realizaciones y otras relacionadas, una puntuacion 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 0 mas, incluyendo todos los puntos decimales entre
medias (por ejemplo,10,1, 10,6, 11,2, etc.), puede proporcionar una fuerte medida de la significacion estadistica. En
ciertas realizaciones, una puntuacién Z absoluta mayor de 6 puede proporcionar significacion estadistica
excepcionalmente alta.

Sustancial se refiere de forma similar en general a la falta 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 las que el nivel de expresion de un SSCIGS dado
proporciona menos de aproximadamente una diferencia de 0,05X, 0,1X, 0,2X, 0,3X, 0,4X, 0,5X, 0,6X, 0,7X, 0,8X,
0,9%, 1,0X, 1,1X, 1,2X, 1,3X 0 1,4X de expresion (es decir, expresion diferencial que puede ser de expresion mayor
0 menor) en una muestra hioldgica sospechosa en comparacion con una muestra de referencia, incluyendo todos los
puntos decimales entre medias (por ejemplo, 0,15X, 0,25X, 0,35X, etc.). En ciertas realizaciones, la expresion
diferencial puede incluir situaciones en las que el nivel de expresién de una secuencia de AARS dada proporciona
una diferencia de menos de aproximadamente 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 (%) de expresion (es decir, expresion diferencial que puede ser mayor o menor) en una
muestra bioldgica sospechosa en comparacion con una muestra de referencia, incluyendo todos los puntos
decimales entre medias.

En ciertas realizaciones, tal como cuando se usa una micromatriz Affymetrix para medir los niveles de expresion de
una secuencia de referencia polipeptidica o polinucleotidica de AARS, la expresion diferencial también puede
determinarse por el valor de expresion medio resumido por el software de Affymetrix Microarray Suite 5 (Affymetrix,
Santa Clara, CA), u otro software similar, normalmente con un valor de expresién medio escalado de 1.000.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos para detectar la presencia o los niveles de una
secuencia de referencia polipeptidica o polinucleotidica de AARS o una parte de la misma para distinguir entre
células o tejidos u otra muestra bioldgica de un organismo o una especie diferente, en los que la presencia o los
niveles de esa secuencia se asocia con un organismo o una especie seleccionado. Los ejemplos generales incluyen
métodos para distinguir entre seres humanos y cualquier combinaciéon de bacterias, hongos, plantas y otros
animales no humanos. Se incluyen dentro de animales 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. Se incluyen dentro de
los mamiferos no humanos métodos para distinguir entre seres humanos y cualquier combinacion de mamiferos no
humanos de la Orden Afrosoricida, Macroscelidea, Tubulidentata, Hyracoidea, Proboscidea, Sirenia, Cingulata,
Pilosa, Scandentia, Dermoptera, Primates, Rodentia, Lagomorpha, Erinaceomorpha, Soricomorpha, Chiroptera,
Pholidota, Cetacea, Carnivora, Perissodactyla o Artiodactyla. Se incluyen dentro del Orden Primates monos, simios,
gorilas y chimpancés, entre otros conocidos en la técnica. En consecuencia, la presencia o los niveles de una
secuencia de referencia polinucleotidica o polipeptidica de AARS o variante, como se describe en el presente
documento, pueden usarse para identificar la fuente de una muestra bioldgica dada, tal como una célula, un tejido o
un érgano, distinguiendo entre cualquier combinacion de estos organismos, o distinguiendo entre seres humanos y
uno cualquiera o mas de estos organismos, tal como un panel de organismos. En ciertas realizaciones, la fuente de
una muestra biolégica dada también puede determinarse comparando la presencia o los niveles de una secuencia
de AARS o una parte de la misma con un valor predeterminado.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos para detectar la presencia o los niveles de una
secuencia de referencia polinucleotidica o polipeptidica de AARS o0 una parte de la misma para distinguir entre
células u otras muestras bioldgicas que se originan de diferentes tejidos u érganos. Los ejemplos no limitantes
incluyen métodos para distinguir entre una célula u otra muestra biolégica que se origina de cualquier combinacion
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, eséfago, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso, recto), sistema vascular
(por ejemplo, corazén, vasos sanguineos y arterias), higado, vesicula biliar, sistema inmunitario/linfatico (por
ejemplo, ganglios linfaticos, foliculos linfoides, bazo, timo, médula ésea), sistema urogenital (por ejemplo, rifiones,
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uréter, vejiga, uretra, cuello uterino, 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, tejido mamario y el sistema
endocrino (por ejemplo, hipotalamo, hipdéfisis, tiroides, pancreas, glandulas suprarrenales). Por lo tanto, basandose
en la asociacion de una secuencia polinucleotidica o polipeptidica de AARS como se describe en el presente
documento, estos métodos pueden usarse para identificar o caracterizar el tejido u 6rgano del que deriva una célula
u otra muestra bioldgica.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos para detectar la presencia o los niveles de una
secuencia de referencia polinucleotidica o polipeptidica de AARS o una parte de la misma para distinguir entre o
caracterizar el estado de desarrollo o diferenciacién de la célula. También se incluyen métodos para diferenciar entre
células germinales, células madre y células somaticas. Los ejemplos de estados del desarrollo incluyen neonatal y
adulto. Los ejemplos de estados de diferenciacion celular incluyen todos los estadios discretos e identificables entre
una célula totipotente, una célula pluripotente, una célula madre progenitora multipotente y una célula madura,
completamente diferenciada.

Una célula totipotente tiene potencial total, normalmente surge durante la reproduccién sexual y asexual, e incluye
esporas y cigotos, aunque en ciertos casos las células pueden desdiferenciarse y recuperar su totipotencia. Una
célula pluripotente incluye una célula madre que tiene el potencial de diferenciarse en cualquiera de las tres capas
germinales, incluyendo el endodermo (revestimiento del estémago interior, tracto gastrointestinal, los pulmones), el
mesodermo (musculo, hueso, sangre, sistema urogenital) y el ectodermo (tejidos epidérmicos y sistema nervioso).
Las células progenitoras multipotentes son normalmente capaces de diferenciarse en un nimero limitado de tipos
tisulares. Los ejemplos de células multipotentes incluyen, sin limitacion, células madre hematopoyéticas (células
madre adultas) de la médula 6sea que dan lugar a células inmunitarias tales como glébulos rojos, glébulos blancos y
plaquetas, células madre mesenquimales (células madre adultas) de la médula ésea que dan lugar a células del
estébmago, células grasas y diversos tipos de células éseas, células madre epiteliales (células progenitoras) que dan
lugar a los diversos tipos de células de la piel y células satélite musculares (células progenitoras) que contribuyen a
tejido muscular diferenciado. En consecuencia, la presencia o los niveles de una secuencia polinucleotidica o
polipeptidica de AARS particular (por ejemplo, punto de 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 celulares indicados anteriormente, en comparacion con un nivel de control o uno predeterminado.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos para detectar la presencia o los niveles de una
secuencia de referencia polinucleotidica o polipeptidica de AARS para caracterizar o diagnosticar la afecciéon o una
célula, un tejido, un érgano o un sujeto, en el que esa afeccidn puede caracterizarse como sano, enfermo, en riesgo
de estar enfermo, o tratado. Para dichos fines de diagnéstico, el término "diagnostico” o "diagnosticado" incluye
identificar la presencia o la naturaleza de una afeccién patolégica, caracterizando el riesgo de desarrollo de dicha
afeccion y/o midiendo el cambio (o ausencia de cambio) de una afeccién patologica en respuesta a la terapia. Los
métodos de diagndstico pueden diferir en su sensibilidad y especificidad. En ciertas realizaciones, la "sensibilidad"
de un ensayo de diagnoéstico se refiere al porcentaje de células, tejidos o sujetos enfermos que tienen un resultado
de ensayo positivo (porcentaje de "verdaderos positivos"). Las células, los tejidos o los sujetos enfermos no
detectados por el ensayo se denominan normalmente "falsos negativos”. Las células, los tejidos o los sujetos que no
estan enfermos y que tienen resultados de ensayo negativos en el ensayo pueden denominarse "verdaderos
negativos". En ciertas realizaciones, la "especificidad” de un ensayo de diagnoéstico puede definirse como uno (1)
menos la tasa de falso positivo, en la que la tasa de "falso positivo" se define como la proporcion de esas muestras o
sujetos sin la enfermedad y que tienen resultados de ensayo positivos. Aunque un método de diagnéstico particular
puede no proporcionar un diagnostico definitivo de una afeccidn, es suficiente si el método proporciona una
indicacion positiva que ayuda en el diagnéstico.

En ciertos casos, la presencia o el riesgo de desarrollar una afeccion patoldgica puede diagnosticarse comparando
la presencia o los niveles de una o mas secuencias de referencia polinucleotidicas o polipeptidicas de AARS
seleccionadas o partes de las mismas que se correlacionan con la afeccion, bien por niveles aumentados o
disminuidos, en comparacion con un control adecuado. Un "control adecuado” o "control apropiado” incluye un valor,
un nivel, un elemento, una caracteristica, o una propiedad determinados en una célula u otra muestra biol6gica de
un tejido u organismo, por ejemplo, una célula, un tejido o un organismo de control o normal, que muestra, por
ejemplo, rasgos normales, tales como la ausencia de la afeccion. En ciertas realizaciones, un "control adecuado” o
"control apropiado” es un valor, nivel, elemento, caracteristica o propiedad predefinido. Otros controles adecuados
resultaran evidentes para expertos en la materia. Se describen en otra parte del presente documento ejemplos de
enfermedades y afecciones.

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 deteccion. Por lo tanto, ciertas
realizaciones se refieren al uso o la deteccion de polinucleétidos de AARS como parte de un método o ensayo de
diagndstico. La presencia y/o los niveles de polinucleétidos de AARS pueden medirse por cualquier método
conocido en la técnica, incluyendo ensayos de hibridacion tales como transferencia de Northern, reaccién en cadena
de la polimerasa cuantitativa o cualitativa (PCR), PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR) cuantitativa o cualitativa,
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micromatriz, transferencias puntuales o por ranuras, o hibridacién in situ tal como hibridacién in situ fluorescente
(FISH), entre otros. Algunos de estos métodos se describen en mayor detalle posteriormente.

Polinucledtidos de AARS tales como ADN y ARN pueden recogerse y/o generarse de sangre, fluidos biolégicos,
tejidos, organos, lineas celulares u otra muestra relevante usando técnicas conocidas en este campo, tales como las
descritas en Kingston. (2002 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. & John Wiley & Sons,
Inc., NY, NY) (véase, por ejemplo como se describe en Nelson et al. Proc Natl Acad Sci U S A, 99: 11890-11895,
2002) y en otras partes. Ademas, diversos kits disponibles en el mercado para construir ARN son Utiles para
preparar el ARN para usar en la presente invencion. EI ARN puede construirse a partir de érganos/tejidos/células
obtenidos de sujetos sanos normales; sin embargo, esta invencion también contempla la construccion de ARN de
sujetos enfermos. Ciertas realizaciones contemplan el uso de cualquier tipo de 6rgano de cualquier tipo de sujeto o
animal. Para muestras de ensayo puede obtenerse ARN de un individuo (por ejemplo, cualquier animal, incluyendo
mamiferos) con o sin enfermedad visible y de muestras tisulares, fluidos biol6gicos (por ejemplo, sangre completa) o
similares.

En ciertas realizaciones, la amplificacién o construccidon de secuencias de ADNc puede ser Util para aumentar las
capacidades de deteccién. La presente divulgacién, asi como la técnica, proporciona el nivel requerido de detalle
para realizar dichas tareas. En una realizacién a modo de ejemplo, se usa sangre completa como la fuente de ARN
y, €N consecuencia, se usan opcionalmente reactivos de estabilizacion de ARN, tales como tubos PAX, como se
describe, por ejemplo, en Thach et al., J. Immunol. Métodos. Dec 283 (1-2):269-279, 2003 y Chai et al., J. Clin. Lab
Anal. 19(5):182-188, 2005. Puede generarse bibliotecas de ADN complementario (ADNc) usando técnicas conocidas
en este campo, tales como las descritas en Ausubel et al. (2001 Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publ. Assoc. Inc. & John Wiley & Sons, Inc., NY, NY); Sambrook et al. (1989 Molecular Cloning, Segunda Ed., 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 disponibles en el mercado para construir bibliotecas de
ADNCc son Utiles para preparar las bibliotecas de ADNc de la presente invencion. Pueden construirse bibliotecas a
partir de érganos/tejidos/células obtenidos de sujetos normales, sanos.

Ciertas realizaciones pueden emplear métodos de hibridacion para detectar secuencias polinucleotidicas de AARS.
Se han desarrollado bien en la técnica métodos para realizar ensayos de hibridacion de polinucleétidos. Los
procedimientos y las condiciones de ensayos de hibridacion variaran dependiendo de la aplicacion y se seleccionan
de acuerdo con los métodos de unién generales conocidos incluyendo los implicados en: Maniatis et al. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (22 edicion, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989); Berger y Kimmel Methods in
Enzymology, Vol. 152, Guide to Molecular Cloning Techniques (Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1987); Young
y Davis, PNAS. 80:1194 (1983). Se han descrito métodos y aparatos para llevar a cabo reacciones de hibridacion
repetidas y controladas en las Patentes de Estados Unidos N.° 5.871.928, 5.874.219, 6.045.996 y 6.386.749,
6.391.623.

Ciertas realizaciones pueden emplear métodos de amplificacion de acido nucleico para detectar secuencias
polinucleotidicas de AARS. La expresion “amplificacion” o “amplificacion de acidos nucleicos” se refiere a la
produccién de multiples copias de un acido nucleico diana que contiene al menos una parte de la secuencia de acido
nucleico diana especifica pretendida. Las mudltiples copias pueden denominarse amplicones o productos de
amplificacién. En ciertas realizaciones, la diana amplificada contiene menos que la secuencia génica diana completa
(intrones y exones) 0 una secuencia génica diana expresada (transcrito cortado y empalmado de exones y
secuencias no traducidas flanqueantes). Por ejemplo, pueden producirse amplicones especificos amplificando una
parte del polinucledtido diana usando cebadores de amplificacién que hibridan con, e inician la polimerizacién desde,
posiciones internas del polinucledtido diana. Preferentemente, la parte amplificada contiene una secuencia diana
detectable que puede detectarse usando cualquiera de diversos métodos bien conocidos.

“Amplificacion selectiva" o "amplificacion especifica’, como se usa en el presente documento, se refiere a la
amplificacién de una secuencia de acido nucleico diana de acuerdo con la presente invencién en la que la
amplificacién detectable de la secuencia diana esta sustancialmente limitada a amplificacion de secuencia diana a la
gue contribuye una muestra de acido nucleico de interés que se ensaya y en la que no contribuye una secuencia de
acido nucleico diana a la que contribuye alguna otra fuente de muestra, por ejemplo, contaminacién presente en
reactivos usados durante reacciones de amplificacion o en el ambiente en el que se realizan reacciones de
amplificacion.

La expresién "condiciones de amplificacion” se refiere a condiciones que permiten la amplificacion de acido nucleico
de acuerdo con la presente invencion. Las condiciones de amplificacion pueden, en algunas realizaciones, ser
menos rigurosas que "condiciones de hibridacién rigurosas" como se describen en el presente documento. Los
oligonucledtidos usados en las reacciones de amplificacion de la presente invencion hibridan con sus dianas
pretendidas en condiciones de amplificacion, pero pueden hibridar o no en condiciones de hibridacion rigurosas. Por
otro lado, las sondas de deteccion de la presente invencion normalmente hibridan en condiciones de hibridacién
rigurosas. Las condiciones aceptables para llevar a cabo amplificaciones de acidos nucleicos de acuerdo con la
presente invencién pueden determinarse facilmente por alguien que tenga habilidad habitual en la técnica
dependiendo del método particular de amplificacion empleado.
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Muchos métodos bien conocidos de amplificacion de acidos nucleicos requieren termociclacion para de forma
alterna desnaturalizar acidos nucleicos bicatenarios e hibridar cebadores; sin embargo, otros métodos bien
conocidos de amplificacién de acido nucleico son isotérmicos. La reaccién en cadena de la polimerasa (Patente de
Estados Unidos N.° 4.683.195, 4.683.202, 4.800.159, 4.965.188), habitualmente denominada PCR, usa multiples
ciclos de desnaturalizacién, hibridacion de pares de cebadores con cadenas opuestas y extension de cebadores
para aumentar exponencialmente los nimeros de copias de la secuencia diana. En una variacién denominada RT-
PCR, se usa la transcriptasa inversa (RT) para preparar un ADN complementario (ADNc) de ARNm, y el ADNc se
amplifica después por PCR para producir multiples copias de ADN.

Como se ha indicado anteriormente, el término "PCR" se refiere a mdltiples ciclos de amplificacion que amplifican
selectivamente una especie de acido nucleico diana. Se incluyen PCR cuantitativa (QPCR), PCR en tiempo real,
PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) y PCR de transcripcion inversa cuantitativa (qQRT-PCR) que estan bien
descritas en la técnica. El término "pPCR" se refiere a reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, y el término
"gRT-PCR" se refiere a reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa cuantitativa. Pueden usarse
gPCR y gRT-PCR para amplificar y cuantificar simultaneamente una molécula de ADNc diana. Permite tanto la
deteccién como la cuantificacion de una secuencia especifica en un grupo de ADNCc, tal como un gen o transcrito de
AARS seleccionado.

La expresion "PCR en tiempo real" puede usar colorante de uniéon a ADN para unir todos los ADN bicatenarios (bc)
en PCR, provocando fluorescencia del colorante. Un aumento en el producto de ADN durante la PCR conduce por
tanto a un aumento de la intensidad de fluorescencia y se mide en cada ciclo, permitiendo de este modo cuantificar
las concentraciones de ADN. Sin embargo, se uniran colorantes ADNbc tales como SYBR Green a todos los
productos de PCR de ADNbc. La fluorescencia se detecta y se mide en el termociclador de PCR en tiempo real, y su
aumento geomeétrico correspondiente a aumento exponencial del producto se usa para determinar el ciclo umbral
("Ct") en cada reaccion.

La expresion "Puntuacién de Ct" se refiere al nUmero de ciclo umbral, que es el ciclo en el que la amplificacién por
PCR ha superado un nivel umbral. Si hay una cantidad mayor de ARNm para un gen particular en una muestra,
cruzara el umbral antes que un gen poco expresado ya que hay mas ARN de partida para amplificar. Por lo tanto,
una puntuacion de Ct baja indica alta expresién génica en una muestra y una puntuacion de Ct alta es indicativa de
la expresion génica baja.

Ciertas realizaciones pueden emplear la reaccidon en cadena de la ligasa (Weiss, Science 254:1292, 1991),
habitualmente denominada LCR, que usa dos conjuntos de oligonucle6tidos de ADN complementarios que hibridan
con regiones adyacentes del acido nucleico diana. Los oligonucleétidos de ADN se unen covalentemente por una
ADN ligasa en ciclos repetidos de desnaturalizaciéon térmica, hibridacion y ligamiento para producir un producto
oligonucleotidico ligado bicatenario detectable.

Otro método es amplificacién por desplazamiento de cadena (Walker, G. et al., 1992, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 89:
392-396; Patentes de Estados Unidos 5.270.184 y 5.455.166), denominado habitualmente SDA , que usa ciclos de
pares de hibridacién de secuencias de cebadores con cadenas opuestas de una secuencia diana, extension de
cebador en presencia de un dNTPaS para producir un producto de extensién de cebadores hemifosforotioado de
doble cadena, corte mediado por endonucleasa de un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion
hemimodificado y extension de cebadores mediada por polimerasa desde el extremo 3’ del corte para desplazar una
cadena existente y producir una cadena para el siguiente ciclo de hibridacién de cebadores, corte y desplazamiento
de cadena, dando como resultado amplificacion geométrica del producto. La SDA termdfila (tSDA) utiliza
endonucleasas termofilas y polimerasas 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 acido nucleico
(Patente de Estados Unidos N.° 5.130.238), denominada habitualmente NASBA; una que usa una ARN replicasa
para amplificar la molécula sonda en si misma (Lizardi, P. et al., 1988, BioTechnol., 6:1197-1202), habitualmente
denominada QR replicasa; un método de amplificacién basado en transcripcién (Kwoh, D. et al., 1989, Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 86:1173-1177); replicacion de secuencia autosostenida (Guatelli, J. et al., 1990, Pro. Nat. Acad. Sci.
USA 87:1874-1878); y amplificacion mediada por transcripcién (Patentes de Estados Unidos N.° 5.480.784 y
5.399.491), denominada habitualmente TMA. Para analisis adicional de métodos de amplificacién conocidos, véase
Pershing, 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 amplificacion basados en transcripcion ilustrativos de la presente invencién incluyen TMA, que
emplea una ARN polimerasa para producir miltiples transcritos de ARN de una region diana (Patentes de Estados
Unidos N.° 5.480.784 y 5.399.491). TMA usa un "promotor-cebador" que hibrida con un &cido nucleico diana en
presencia de una transcriptasa inversa y un ARN polimerasa para formar un promotor bicatenario a partir del que la
ARN polimerasa produce transcritos de ARN. Esos transcritos pueden convertirse en moldes para ciclos adicionales
de TMA en presencia de un segundo cebador capaz de hibridar con los transcritos de ARN. A diferencia de PCR,
LCR u otros métodos que requieren desnaturalizacion térmica, TMA es un método isotérmico que usa una actividad
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de RNasa H para digerir la cadena de ARN de un hibrido de ARN:ADN, haciendo de este modo la cadena de ADN
disponible para la hibridaciéon con un cebador o promotor-cebador. En general, se usa la actividad RNasa H
asociada con la transcriptasa inversa proporcionada para amplificacion.

En un método de TMA ilustrativo, un cebador de amplificacion es un promotor-cebador oligonucleotidico que
comprende una secuencia promotora que se hace funcional cuando es bicatenaria, localizada 5’ de una secuencia
de unién a diana, que es capaz de hibridar con un sitio de unién de un ARN diana en una localizacién 3’ de la
secuencia para amplificar. Un promotor-cebador puede denominarse “"cebador T7" cuando es especifico para
reconocimiento por ARN polimerasa T7. En ciertas circunstancias, el extremo 3’ de un promotor-cebador, o una
subpoblacién de dichos promotores-cebadores, puede modificarse para bloquear o reducir la extension del cebador.
A partir de un promotor-cebador no modificado, la transcriptasa inversa crea una copia de ADNc del ARN diana,
mientras que la actividad RNasa H degrada el ARN diana. Un segundo cebador de amplificacion se une después
con el ADNc. Este cebador puede denominarse "cebador no T7" para distinguirlo de un "cebador T7". A partir de
este segundo cebador de amplificacion, la transcriptasa inversa crea otra cadena de ADN, dando como resultado un
ADN bicatenario con un promotor funcional en un extremo. Cuando es bicatenaria, la secuencia de promotor es
capaz de unirse a una ARN polimerasa para comenzar la transcripcién de la secuencia diana con la que se hibrida el
promotor-cebador. Una ARN polimerasa usa esta secuencia promotora para producir multiples transcritos de ARN
(es decir, amplicones), generalmente de aproximadamente 100 a 1.000 copias. Cada amplicon de nueva sintesis
puede hibridar con el segundo cebador de amplificacién. La transcriptasa inversa puede después crear una copia de
ADN, mientras que la actividad RNasa H degrada el ARN de esta doble cadena ARN:ADN. El promotor-cebador
puede después unirse con el ADN de nueva sintesis, permitiendo que la transcriptasa inversa cree un ADN
bicatenario, a partir del que el ARN polimerasa produce multiples amplicones. Por lo tanto, puede conseguirse una
amplificacion isotérmica de miles de millones de veces usando dos cebadores de amplificacién.

En ciertas realizaciones, pueden usarse otras técnicas para evaluar transcritos de ARN de los transcritos de una
biblioteca de ADNc particular, 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 en serie de expresion génica). Como
MPSS, SAGE es digital y puede generar un gran nimero de secuencias identificativas. (Véase, por ejemplo,
Velculescu, V. E., et al., Trends Genet, 16:423-425., 2000; Tuteja R. y Tuteja N. Bioessays. Ago 2004; 26(8):916-22),
aunque ordenes de magnitud menores de lo que esta disponible de técnicas tales como MPSS.

En ciertas realizaciones, el término "micromatriz" incluye una "micromatriz de acidos nucleicos" que tiene una
pluralidad de acidos nucleicos unidos a sustrato, siendo detectable por separado la hibridaciéon con cada uno de la
pluralidad de acidos nucleicos unidos. El sustrato puede ser sélido o poroso, planar o no planar, unitario o
distribuido. Las micromatrices de acido nucleico incluyen todos los dispositivos denominados asi 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
Company/BioTechniques Books Division (2000). Las micromatrices de acido nucleico pueden incluir una pluralidad
de acidos nucleicos unidos a sustrato en los que la pluralidad de acidos nucleicos estan dispuestos en una pluralidad
de perlas, en lugar de un sustrato planar unitario, 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 acido nucleico en las
Patentes de EE.UU. 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.

Loa ejemplos adicionales incluyen matrices de acido nucleico que estan disponibles en el mercado de Affymetrix
(Santa Clara, CA) con el nombre comercial GENECHIP™. Se proporcionan métodos a modo de ejemplo adicionales
de fabricacién y uso de matrices, por ejemplo, en las Patentes de 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 invencioén, en relacion con matrices y micromatrices, también contempla muchos usos para polimeros
unidos a sustratos sdlidos. Estos usos incluyen supervision, perfil, exploracion de bibliotecas, genotipacion y
diagndstico de expresion génica. Los métodos de supervision y perfilacion de expresion génica y métodos Utiles para
supervision y perfilacion de expresion génica se muestran en las Patentes de 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. La genotipaciéon y usos de la misma se
muestran en N.° de Serie de Estados Unidos 10/442.021, 10/013.598 (Solicitud de Estados Unidos N.°
2003/0036069), y Patentes de 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 de
amplificacion, marcaje y analisis de acidos nucleico que pueden usarse en combinacion con los métodos desvelados
en el presente documento se incluyen en las Patentes de EE.UU. N.° 5.871.928, 5.902.723, 6.045.996, 5.541.061 y
6.197.506.
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Como resultara evidente para los expertos en la materia, ciertas realizaciones pueden emplear oligonucleétidos,
tales como cebadores o sondas, para amplificacion o deteccion, como se describe en el presente documento.
Pueden producirse oligonucleétidos de una secuencia y estructura quimica definida por técnicas conocidas por los
expertos habituales en la materia, tal como por sintesis quimica o bioquimica, y por expresion in vitro o in vivo de
moléculas de acido nucleico recombinantes, por ejemplo, vectores bacterianos o viricos. En ciertas realizaciones, un
oligonucleétido no consiste solamente en ADN cromosémico de tipo silvestre o los productos de transcripcion in vivo
del mismo.

Los oligonucleétidos o cebadores pueden modificarse de cualquier manera, siempre que una modificaciéon dada sea
compatible con la funciébn deseada de un oligonucledtido dado. Un experto en la materia puede determinar
facilmente si una modificacion dada es adecuada o deseada para cualquier oligonuclettido dado de la presente
invencion. Se describen en mas detalle en otra parte del presente documento oligonucleétidos de AARS relevantes.

Aunque el disefio y la secuencia de los oligonucleétidos dependen de su funcion como se describe en el presente
documento, tienen en cuenta en general varias variables. Entre las mas relevantes estan: longitud, temperatura de
fusion (Tm), especificidad, complementariedad con otros oligonucleétidos en el sistema, contenido de G/C, tramos
de polipirimidina (T, C) o polipurina (A, G) y la secuencia del extremo 3'. El control de estas y otras variables es un
aspecto convencional y bien conocido del disefio de oligonucleétidos, y diversos programas informaticos estan
facilmente disponibles para explorar grandes nimeros de oligonucle6tidos potenciales para encontrar los 6ptimos.

Ciertas realizaciones incluyen por lo tanto 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 describe en el
presente documento, que comprende: a) hibridar la muestra con una sonda que comprende una secuencia
complementaria del polinucleétido diana en la muestra, y cuya sonda hibrida especificamente con dicho
polinucleétido diana, en condiciones en las que se forma un complejo de hibridacion entre dicha sonda y dicho
polinucleétido diana o fragmentos de los mismos, y b) detectar la presencia o ausencia de dicho complejo de
hibridacion, y opcionalmente, si esta 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 describe en el presente documento, que comprende: a) amplificar el polinucleétido
diana o fragmento del mismo, y b) detectar la presencia o ausencia de dicho polinucleétido diana amplificado o
fragmento del mismo y, opcionalmente, si estd presente, la cantidad del mismo. Realizaciones especificas se
refieren a la deteccion de variantes de corte y corte y empalme de AARS, tal como detectando un punto de unién de
corte y empalme Unico de la variante de corte y empalme, bien mediante hibridacion, amplificacién u otro método de
deteccion.

Las realizaciones de la presente invencion incluyen diversas técnicas de deteccion basadas en polipéptidos de
AARS, incluyendo técnicas de deteccion basadas en anticuerpos. Se incluye en estas realizaciones el uso de
polipéptidos de AARS para generar anticuerpos u otros agentes de union, que después pueden usarse en métodos
de diagnodstico y composiciones para detectar o cuantificar polipéptidos de AARS seleccionados en una célula u otra
muestra biol6gica, normalmente de un sujeto.

Ciertas realizaciones pueden emplear metodologias convencionales y detectores tales como transferencia de
Western e inmunoprecipitacion, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), citometria de flujo y
ensayos de inmunofluorescencia (IFA), que utilizan un dispositivo de captura de imagenes. Estos métodos bien
conocidos utilizan normalmente uno o mas anticuerpos monoclonales o policlonales, como se describe en el
presente documento que se unen especificamente con un polipéptido de AARS seleccionado de la invencion, o una
region Unica de ese polipéptido de AARS, y en general no se unen significativamente con otros polipéptidos de
AARS, tales como un polipéptido de AARS de longitud completa. En ciertas realizaciones, la regiéon Unica del
polipéptido de AARS puede representar una estructura tridimensional Unica poseida por un fragmento proteico de
nueva identificacion de un AARS.

Ciertas realizaciones pueden emplear "matrices", tales como "micromatrices". En ciertas realizaciones, una
"micromatriz" también puede denominarse "micromatriz de péptido" o "micromatriz de proteina" que tiene una
coleccién unida a sustrato o una pluralidad de polipéptidos, siendo detectable por separado la uniéon con cada uno
de la pluralidad de polipéptidos unidos. Como alternativa la micromatriz de péptidos puede tener una pluralidad de
agentes de union, incluyendo pero sin limitacion anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, agentes de
uniéon de presentacién de fagos, agentes de union hibridos de levadura 2, y aptameros, que pueden detectar
especificamente la union de los polipéptidos de AARS descritos en el presente documento. La matriz puede basarse
en la deteccion de autoanticuerpos de estos polipéptidos de AARS, 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 Patentes de Estados Unidos N.° 6.268.210,
5.766.960 y 5.143.854.

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

Generalmente, el principio de EM consiste en ionizar compuestos quimicos para generar moléculas con carga o
fragmentos moleculares, y después medir sus relaciones de masa frente a carga. En un procedimiento de EM
ilustrativo: una muestra se carga en el instrumento de EM y se somete a vaporizacion, los componentes de la
muestra se ionizan por uno de diversos métodos (por ejemplo, impactando en ellos con un haz de electrones), lo que
da como resultado la formacién de particulas con carga positiva, los iones positivos se aceleran después por un
campo magnético, se realizan célculos sobre la relacién de masa con respecto a carga (m/z) de las particulas
basandose en los detalles del movimiento de los iones a medida que transitan a través de los campos
electromagnéticos y deteccion de los iones, que en una etapa anterior se clasificaron segin m/z.

Un instrumento ilustrativo de EM tiene tres médulos: una fuente de iones, que convierte moléculas de la muestra de
fase gaseosa en iones (0, en el caso de ionizacion de electropulverizacion, mueven iones que existen en solucion a
la fase de gas); 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 de este modo proporciona datos para calcular las
abundancias de cada ion presente.

La técnica EM tiene usos tanto cualitativos como cuantitativos, incluyendo identificar compuestos desconocidos,
determinar la composicion isotdpica de elementos en una molécula y determinar de la estructura de un compuesto
observando su fragmentaciéon. Otros usos incluyen cuantificar la cantidad de un compuesto en una muestra o
estudiar los fundamentos de quimica de iones de fase gaseosa (la quimica de iones y neutros en un vacio). Se
incluyen cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG/EM o CG-EM), espectrometria de masas por
cromatografia liquida (CL/EM o CL-EM) y espectrometria de movilidad de iones/espectrometria de masas (EMI/EM o
EMMI). Como consecuencia, las técnicas EM pueden usarse 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
invencién en una muestra biol6gica, y comparar esos niveles con una muestra de control o un valor predeterminado.

Ciertas realizaciones pueden emplear clasificacion celular o visualizacion celular o dispositivos/técnicas de captura
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, andlisis de inmunofluorescencia (IFA), y técnicas de hibridacion in situ,
tales como hibridacion in situ fluorescente (FISH).

Ciertas realizaciones pueden emplear métodos de biologia convencionales, software y sistemas para fines de
diagnostico. Los productos de software informatico de la invencidon normalmente incluyen soporte informatico de
lectura que tiene instrucciones ejecutables por ordenador para realizar las etapas ldgicas del método de la invencion.
El soporte informatico de lectura adecuado incluye disquete, CD-ROM/DVD/DVD-ROM, disco duro, memoria flash,
ROM/RAM cintas magnéticas, etc. Las instrucciones ejecutables por ordenador pueden escribirse en un lenguaje
informatico adecuado o en combinacion de varios lenguajes. Se describen métodos de biologia computacional
bésicos, por ejemplo, en 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 Buehler, Bioinformatics Basics: Application in Biological Science and Medicine (CRC
Press, Londres, 2000) y Ouelette and Bzevanis Bioinformatics: A Practical Guide for Analysis of Gene and Proteins
(Wiley & Sons, Inc., 22 ed., 2001). Véase Patente de Estados Unidos N.° 6.420.108.

Ciertas realizaciones pueden emplear diversos productos de programas informaticos y software para diversos fines,
tales como disefio de sondas, control de datos, analisis y operacion de instrumentos. Véase, Patentes de 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 toma de muestras 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). Se describen algoritmos para uso con ensayos de mapeo, por ejemplo, en Liu et al., Bioinformatics.
19:2397-2403 (2003) y Di et al. Bioinformatica. 21:1958 (2005). Se desvelan métodos adicionales relacionados con
WGSA y matrices Utiles para WGSA y aplicaciones de WGSA, por ejemplo, en las Solicitudes de Patentes de
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. Se describen estudios de asociacion de todo el
genoma usando ensayos de mapeo, por ejemplo, en 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., 1415:25 (2005), y Klein et al., Science. 308
(5720):385-9 (2005).

Adicionalmente, ciertas realizaciones pueden incluir métodos para proporcionar informacion genética sobre redes
tales como Internet como se muestra, por ejemplo, en las Solicitudes de Estados Unidos N.° 10/197.621, 10/063.559
(Numero de Publicacion de Estados Unidos 2002/0183936), 10/065.856, 10/065.868, 10/328.818, 10/328.872,
10/423.403 y 60/482.389.
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X. AGENTES ANTISENTIDO Y DE ARNI

Las realizaciones de la presente invencién también incluyen oligonucleétidos antisentido y agentes de ARNi que se
dirigen a las secuencias polinucleotidicas de AARS, y métodos de uso de los mismos para reducir la expresion de un
transcrito y/o fragmento proteico de AARS seleccionado. Ciertas realizaciones se refieren a dirigirse a uno o mas
puntos de unién de corte y empalme (con frecuencia Unicos) que generan una variante de corte y empalme,
fragmento proteico de AARS de la presente invencion. También se incluyen métodos de inhibiciéon antisentido o
ARNiI que se dirigen a ciertas formas de corte y empalme, bien para estimular o bien para disuadir del corte y
empalme de un fragmento proteico seleccionado. En ciertas realizaciones preferidas, los puntos de unién de corte y
empalme que generan los fragmentos proteicos de AARS se sobreexpresan con respecto a tejidos particulares, y
son Unicos de 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 citosdlica en el tipo celular diana. Por ejemplo, ciertas
variantes de corte y empalme para dirigir pueden representar aproximadamente 10 % a 50 % del nimero de copias
totales de las variantes de corte y empalme de ARN de AARS en una célula o un tejido dado, y preferentemente
aproximadamente 1-10 % del nimero de copias totales de las variantes de corte y empalme de ARN de AARS en
una célula o un tejido dado. También pueden dirigirse variantes de corte y empalme que son aproximadamente <1 %
del nimero de copias totales de las variantes de corte y empalme de ARN de AARS en una célula o un tejido dado.

En ciertas realizaciones, el agente antisentido o ARNi no se dirige a la proteina de longitud completa, porque dichas
proteinas de longitud completa son responsables de una etapa clave en la sintesis de proteinas, y por lo tanto evita
la letalidad que con frecuencia resulta de supresiones de AARS de tipo silvestre. Ciertos métodos descritos en el
presente documento pueden usarse por lo tanto para evitar efectos indeseados tales como toxicidades en
tratamientos tanto cronicos como agudos, y para modular selectivamente las actividades no canénicas del fragmento
proteico de AARS. Sin embargo, ciertas realizaciones pueden dirigirse genéricamente a secuencias de AARS,
incluyendo secuencias de AARS de longitud completa, tal como para destruir o modificar sustancialmente la
fisiologia celular de una célula o un tejido diana.

En ciertas realizaciones, la variante de corte y empalme de AARS para dirigir posee una actividad biolégica no
canonica. En algunas realizaciones, la variante de corte y empalme de AARS tiene actividad de AARS candnica
reducida o indetectable, y el método antisentido o relacionado con ARNi modula mas especificamente su actividad
no candnica. En ciertas realizaciones, los agentes antisentido o relacionados con ARNi pueden combinarse con un
enfoque de suministro dirigido o local para reducir los efectos no deseados sistémicos a células o tejidos no diana.
Entre otros descritos en el presente documento, las células o los tejidos a modo de ejemplo que podrian de este
modo ser diana incluyen células cancerosas y células para tejidos que se prestan a direccion localizada, tales como
tumores o epitelio mediante aplicacion tépica.

A. Agentes antisentido

Las expresiones "oligbmero antisentido" o "compuesto antisentido” u "oligonucledtido antisentido” se usan
indistintamente y se refieren a una secuencia de subunidades ciclicas, que portan cada una un resto de formacion
de pares de bases, unidas por enlaces intersubunitarios que permiten que los restos de formacion de pares de
bases hibriden con una secuencia diana en un &cido nucleico (normalmente un ARN) por formacion de pares de
bases de Watson-Crick, para formar un heterodiplex de acido nucleico:oligémero dentro de la secuencia diana, y
normalmente evitan de este modo la traduccion 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 aproximadamente 12 a 25 subunidades. En ciertas
realizaciones, los oligonucledtidos pueden tener complementariedad de secuencia exacta con la secuencia diana o
casi complementariedad, como se define posteriormente. En ciertas realizaciones, el grado de complementariedad
entre la secuencia de direccion diana y antisentido es suficiente para formar un duplex estable. La regién de
complementariedad de los oligdmeros antisentido con la secuencia de ARN diana puede ser tan corta como de 8-11
bases, pero es preferentemente de 12-15 bases o mas, por ejemplo, 12-20 bases o 12-25 bases, incluyendo todos
los nimeros enteros entre estos intervalos. Un oligdmero antisentido de aproximadamente 14-15 bases es
generalmente suficientemente largo para tener una secuencia complementaria Unica en la direccion del gen de
AARS seleccionado. En ciertas realizaciones, puede requerirse una longitud minima de bases complementarias para
conseguir la Tm de unién requerida, como se analiza en el presente documento.

En ciertas realizaciones, pueden ser adecuados oligdmeros antisentido de hasta 40 bases de longitud, en los que al
menos un numero minimo de bases, por ejemplo 10-12 bases, son complementarias de la secuencia diana. En
general, sin embargo, la captacién facilitada o activa en células se optimiza a longitudes de oligomeros menores de
aproximadamente 30. Para ciertos oligdmeros, descritos adicionalmente posteriormente, se produce un equilibrio
optimo de estabilidad de unién y captaciéon a longitudes de 18-25 bases. Se incluyen oligdmeros antisentido (por
ejemplo, PNA, LNA, 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
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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 de su secuencia diana de AARS, o
variantes de la misma.

En ciertas realizaciones, los oligémeros antisentido pueden ser 100 % complementarios de una secuencia diana de
acido nucleico de AARS, o puede incluir desapareamientos, por ejemplo, para acomodar variantes, siempre que un
heteroduplex formado entre el oligébmero y la secuencia diana de acido nucleico de AARS sea suficientemente
estable para soportar la accion de nucleasas celulares y otros modos de degradacion que pueden producirse in vivo.
La expresion “secuencia diana” se refiere a una parte del ARN diana contra el que se dirige el oligonucleétido, es
decir, la secuencia con la que hibridara el oligonucleétido por formacion de pares de bases de Watson-Crick de una
secuencia complementaria. En ciertas realizaciones, la secuencia diana puede ser una regién contigua de un ARNm
de AARS (por ejemplo, un punto de unién de corte y empalme Gnico de un ARNm de AARS), o puede estar
compuesto de regiones no contiguas del ARNm.

Se analizan posteriormente cadenas principales de oligdmeros que son menos susceptibles a escision por
nucleasas. Los desapareamientos, si estan presentes, son menos desestabilizantes hacia las regiones finales del
duplex hibrido que en el medio. El nUmero de desapareamientos permitidos dependera de la longitud del oligémero,
el porcentaje de pares de bases G:C en la doble cadena y la posicion del desapareamiento o los desapareamientos
en la doble cadena, de acuerdo con principios bien entendidos de la estabilidad de diplex. Aunque dicho oligémero
antisentido no es necesariamente 100 % complementario de la secuencia diana de &cido nucleico de AARS, es
eficaz para unirse de forma estable y especificamente con la secuencia diana, de modo que se module una actividad
biologica de la diana de acido nucleico, por ejemplo, expresion de proteina o proteinas de AARS.

La estabilidad del duplex formado entre un oligémero y una secuencia diana es una funcién de la Tm de unién y la
susceptibilidad de la doble cadena a escision enzimatica celular. La Tm de un oligonucleétido antisentido con
respecto al ARN de secuencia complementaria puede medirse por métodos convencionales, tales como los
descritos en 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
ciertas realizaciones, el oligbmero antisentido puede tener una Tm de unién, con respecto a un ARN de secuencia
complementaria, de temperatura mayor que la corporal y preferentemente mayor de 50 °C. Se prefieren Tm en el
intervalo de 60-80 °C. De acuerdo con principios bien conocidos, la Tm de un compuesto oligomérico, con respecto a
un hibrido de ARN basado en el complementario, puede aumentarse aumentando la relacién de bases emparejadas
C:G en el duplex, y/lo aumentando la longitud (en pares de bases) del heterodiplex. Al mismo tiempo, para fines de
optimizacion de la captacion celular, puede ser ventajoso limitar el tamafio del oligémero antisentido. Por esta razén,
se prefieren en general compuestos que muestran alta Tm (50 °C 0 mas) a una longitud de 25 bases 0 menos sobre
los que requieren mas de 25 bases para valores de Tm altos.

Pueden disefiarse oligbmeros antisentido para bloquear o inhibir la traduccién de ARNm o para inhibir el
procesamiento de corte y empalme pre-ARNm natural, o inducir degradacion de ARNm diana, y puede decirse que
"se dirigen a" o "se dirigen contra" una secuencia diana con la que hibridan. En ciertas realizaciones, la secuencia
diana puede incluir cualquier secuencia codificante o no codificante de un transcrito de ARNm de AARS, y puede por
lo tanto estar dentro de un exdn o dentro de un intrén. En ciertas realizaciones, la secuencia diana es relativamente
Unica o excepcional entre AARS (por ejemplo, una AARS de longitud completa) y es selectiva para reducir la
expresion de un fragmento proteico de AARS seleccionado, tal como un fragmento proteolitico o variante de corte y
empalme. En ciertas realizaciones, el sitio diana incluye un sitio de corte y empalme 3' o 5 de un ARNm
preprocesado, o un punto de ramificacion. La secuencia diana para un sitio de corte y empalme puede incluir una
secuencia de ARNm que tiene su extremo 5’ de 1 a aproximadamente 25 a aproximadamente 50 pares de bases
cadena abajo de un punto de unién aceptor de corte y empalme o cadena arriba de un punto de unién donador de
corte y empalme en un ARNm preprocesado. En ciertas realizaciones, una secuencia diana puede incluir un punto
de unién de corte y empalme de un ARNm de AARS de corte y empalme alternativo, tal como un punto de union de
union de corte y empalme que no aparece en la AARS de longitud completa, o es Unico o excepcional de ese
transcrito, porque no aparece o aparece solo escasamente en otras variantes de corte y empalme de AARS. Se dice
mas en general que un oligdbmero esta "dirigido contra" una diana biolégicamente relevante, tal como polinucleétido
de AARS de referencia, cuando se dirige contra el acido nucleico de la diana de la manera descrita en el presente
documento.

Un oligonucleétido es normalmente complementario de una secuencia diana, tal como ADN o ARN diana. Los
términos "complementario” y "complementariedad" se refieren a polinucleédtidos (es decir una secuencia de
nucleotidos) relacionados con las normas de formacion de pares 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 solamente algunas de
las bases de acidos nucleicos coinciden de acuerdo con las normas de formacién de pares de bases. O puede ser
complementariedad "completa" o "total" (100 %) entre los acidos nucleicos. El grado de complementariedad entre
cadenas de acido nucleico tiene efectos significativos en la eficacia y la fuerza de hibridacién entre cadenas de acido
nucleico. Aunque se desea con frecuencia 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 desapareamientos con
respecto a la secuencia diana. Se incluyen variaciones en cualquier localizacién dentro del oligdbmero. En ciertas
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realizaciones, se prefieren en general variaciones de secuencia cerca de los extremos de un oligémero frente a
variaciones en el interior, y si estan presentes son normalmente dentro de aproximadamente 10, 9, 8,7, 6,5, 4, 3, 2
0 1 nucledtidos del extremo 5’ y/o 3’ terminal.

La expresion "secuencia de direccion” o en ciertas realizaciones "secuencia de direccion antisentido” se refiere a la
secuencia en un oligonucledtido que es complementario (lo que significa, ademas, sustancialmente complementario)
de la secuencia diana en la molécula diana de ADN o ARN. La secuencia completa, o solamente una parte, del
compuesto antisentido puede ser complementaria de 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 direccion que son complementarias de la region diana. normalmente, la
secuencia de direccion esta formada por bases contiguas, pero puede formarse como alternativa por secuencias no
contiguas que cuando se colocan juntas, por ejemplo, de extremos opuestos del oligonucleétido, constituyen una
secuencia que abarca la secuencia diana.

Se describen secuencias diana y de direccion como "complementarias" entre si cuando se produce hibridacion en
una configuracién antiparalela. Una secuencia de direccion puede tener complementariedad "cercana” o "sustancial”
a la secuencia diana y aun actuar para el fin de la presente invencion, es decir, aun puede ser funcionalmente
"complementaria”. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido puede tener como maximo un desapareamiento con
la secuencia diana de 10 nucleétidos y preferentemente como maximo un desapareamiento de 20. Como alternativa,
un oligonucleétido puede tener al menos aproximadamente 80 %, 85 %, 90 % de homologia de secuencia, y
preferentemente al menos 95 % de homologia de secuencia, con una secuencia polinucleotidica de referencia de
AARS descrita en el presente documento, o su complemento.

Un oligonucledtido "se hibrida especificamente” con un polinucleétido diana si el oligdbmero hibrida con una diana
(por ejemplo, un polinucleétido de referencia de AARS o su complemento) en condiciones fisioldgicas, con una Tm
sustancialmente mayor de 45 °C, preferentemente al menos 50 °C, y normalmente 60 °C-80°C o mas. Dicha
hibridacion preferentemente corresponde a condiciones de hibridacion rigurosas. A una fuerza idnica y un pH dados,
la Tm es la temperatura a la que el 50 % de una secuencia diana hibrida con un polinucleétido complementario. De
nuevo, dicha hibridacion puede producirse con complementariedad "cercana” o "sustancial" del oligdmero antisentido
con la secuencia diana, asi como con complementariedad exacta.

Las expresiones se unen especificamente o hibridan especificamente se refieren en general a una sonda
oligonucleotidica o secuencia polinucleotidica que no solamente se une con su secuencia génica diana pretendida
en una muestra en condiciones de hibridacidon seleccionadas, sino que no se une significativamente con otras
secuencias diana en muestra, y por lo tanto diferencia entre su diana pretendida y todas las otras dianas en el grupo
diana. Una sonda que hibrida especificamente con su secuencia diana pretendida también puede detectar
diferencias de concentracion en las condiciones de hibridaciéon seleccionadas, como se describe en el presente
documento.

Una molécula oligomérica "resistente a nucleasa" (oligbmero) se refiere a una cuya cadena principal es
sustancialmente resistente a la escision por nucleasa, en forma no hibridada o hibridada; por nucleasas
extracelulares e intracelulares comunes en el cuerpo; es decir, el oligdmero muestra poca o ninguna escisiéon por
nucleasa en condiciones de nucleasa normales en el cuerpo al que se expone el oligémero.

Un "heterodlplex" se refiere a un duplex entre un oligonucleétido y la parte complementaria de un polinucleétido
diana, tal como un ADN o ARN diana. Un "heterodiplex resistente a nucleasa" se refiere a un heteroduplex formado
por la union de un oligémero con su diana complementaria, de modo que el heterodiplex sea sustancialmente
resistente a degradacién in vivo por nucleasas intracelulares y extracelulares, tales como RNasaH, que son capaces
de cortar complejos de ARN/ARN o ARN/ADN bicatenarios.

Una "subunidad" de un oligonucleétido se refiere a una unidad de nucleétido (o analogo de nucleétido). El término se
puede referir a la unidad de nucleétido con o sin enlace intersubunitario unido, aunque, cuando se hace referencia a
una "subunidad con carga”, la carga normalmente reside dentro del enlace intersubunitario (por ejemplo, un enlace
fosfato o fosforotioato o un enlace catidnico).

Las subunidades ciclicas de un oligonucledtido pueden basarse en ribosa u otro azlicar pentosa o, en ciertas
realizaciones, grupos alternos o modificados. Los ejemplos de cadenas principales oligonucleotidicas modificadas
incluyen, sin limitacion, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres,
aminoalquilfosfotriésteres, metil y otros alquilfosfonatos incluyendo 3'-alquilen fosfonatos y fosfonatos quirales,
fosfinatos, fosforamidatos incluyendo 3’-aminofosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos,
tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y boranofosfatos que tienen enlaces 3'-5' normales, analogos con
enlaces 2'-5’ de estos y los que tienen polaridad invertida en los que los pares adyacentes de unidades de
nucleésidos tienen enlaces 3'-5" a 5'-3' 0 2'-5’ a 5'-2". También se contemplan acidos nucleicos peptidicos (PNA),
acidos nucleicos bloqueados (LNA), 2’-O-metil oligonuclettidos (2'-OMe), 2'-metoxietoxi oligonucleétidos (MOE),
entre otros oligonucleétidos conocidos en la técnica.
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El resto de formacion de pares de bases de purina o pirimidina es normalmente adenina, citosina, guanina, uracilo,
timina o inosina. También se incluyen bases tales como piridin-4-ona, piridin-2-ona, fenilo, pseudouracilo, 2,4,6-
trimetoxi benceno, 3-metil uracilo, dihidrouridina, naftilo, aminofenilo, 5-alquilcitidinas (por ejemplo, metilcitidina), 5-
alquiluridinas (por ejemplo, ribotimidina), 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-metoxiaminometil-2-tiouridina, 5-metilaminometiluridina, 5-
metilcarbonilmetiluridina, 5-metiloxiuridina, 5-metil-2-tiouridina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, B-D-
manosilqueosina, acido uridin-5-oxiacético, 2-tiocitidina, derivados de treonina y otros (Burgin et al., 1996,
Biochemistry, 35, 14090; Uhlman y Peyman, mencionado anteriormente). Por "bases modificadas" en este aspecto
se entienden bases nucleotidicas distintas de adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina (T) y uracilo (U), como se
ha ilustrado anteriormente; dichas bases pueden usarse en cualquier posicién en la molécula antisentido. Los
expertos en la materia apreciaran que dependiendo de los usos de los oligémeros, T y U son intercambiables. Por
ejemplo, para otras quimicas antisentido tales como oligonucleétidos antisentido 2’-O-metilo que son mas parecidos
a ARN, las bases T pueden mostrarse como U.

Como se ha indicado anteriormente, ciertos oligonucleétidos proporcionados en el presente documento incluyen
acidos nucleicos peptidicos (PNA). Los acidos nucleicos peptidicos (PNA) son analogos de ADN en los que la
cadena principal es estructuralmente homomorfa con una cadena principal de desoxirribosa, que consiste en
unidades de N-(2-aminoetil) glicina con los que se unen bases de pirimidina o purina. Los PNA que contienen bases
de pirimidina y purina naturales hibridan con oligonucledtidos complementarios que obedecen a las normas de
formacion de pares de bases de Watson-Crick, e imitan el ADN con respecto a reconocimiento de pares de bases
(Egholm, Buchardt et al., 1993). La cadena principal de PNA se forma por enlaces peptidicos en lugar de enlaces
fosfodiéster, haciéndolos adecuados para aplicaciones antisentido (véase estructura posterior). La cadena principal
no tiene carga, dando como resultado dobles cadenas de PNA/ADN o PNA/ARN que muestran estabilidad térmica
mayor de lo normal. Los PNA no son reconocidos por nucleasas o proteasas.

Pueden producirse PNA de forma sintética usando cualquier técnica conocida en este campo. El PNA es un analogo
de ADN en el que una cadena principal de poliamida reemplaza el anillo de ribosa de fosfato tradicional del ADN. A
pesar de un cambio estructural radical de la estructura natural, el PNA es capaz de unirse de forma especifica de
secuencia en una forma de hélice con ADN o ARN. Las caracteristicas de PNA incluyen una alta afinidad de unién
con ADN o ARN complementario, un efecto desestabilizante provocado por desapareamiento de una Unica base,
resistencia a nucleasas y proteasas, hibridacion con ADN o ARN independientemente de la concentracién salina y
formacion de triplex con ADN de homopurina. Panagene™ ha desarrollado sus mondémeros de PNA Bts patentados
(Bts; grupo de benzotiazol-2-sulfonilo) y proceso de oligomerizacion patentado. La oligomerizacion de PNA usando
monomeros de PNA Bts estd compuesta de ciclos repetitivos de desproteccion, acoplamiento y recubrimiento
terminal. 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 Estados Unidos representativas que ensefian la
preparacion de compuestos de PNA incluyen, pero sin limitacion, Patentes de Estados Unidos N.° 5.539.082;
5.714.331; y 5.719.262. Pueden encontrarse ensefianzas adicionales de compuestos de PNA en Nielsen et al.,
Science, 1991, 254, 1497.

También se incluyen subunidades de "acido nucleico bloqueado" (LNA). Las estructuras de LNA se conocen en la
técnica: por ejemplo, Wengel et al., Chemical Communications (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 o mas LNA; en algunos casos, los compuestos pueden estar
compuestos completamente por LNA. Se conocen en la técnica métodos para la sintesis de subunidades de
nucledsidos de LNA individuales y su incorporacién en oligonuclettidos: Patentes de 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 intersubunitarios
tipicos incluyen restos de fosfodiéster y fosforotioato; como alternativa, pueden emplearse enlazadores que no
contienen fosforo. Una realizacion preferida es un compuesto que contiene LNA, en el que cada subunidad de LNA
esta separada por una subunidad de ADN (es decir, un nucleétido de desoxirribosa). Compuestos preferidos
adicionales estan compuestos por subunidades LNA y ADN alternantes en las que el enlazador intersubunitario es
fosforotioato.

Ciertos oligonuclettidos pueden comprender subunidades basadas en morfolino que portan restos formadores de
pares de bases, unidos por enlaces sin carga o sustancialmente sin carga. Las expresiones "oligdmero de morfolino"
o "PMOQO" (oligémero de fosforamidato o fosforodiamidato de morfolino) se refieren a un analogo de oligonucleétido
compuesto de estructuras subunitarias de morfolino, en el que (i) las estructuras estan unidas entre si por enlaces
gue contienen fésforo, de uno a tres atomos de longitud, preferentemente de dos atomos de longitud, y
preferentemente sin carga o catiénico, que unen el nitrogeno de morfolino de una subunidad con un carbono
exociclico 5’ de una subunidad adyacente, y (ii) cada anillo de morfolino porta una purina o pirimidina o un resto de
formacion de pares de bases equivalente eficaz para unirse, por formacion de enlaces de hidrégeno especificos, con
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una base en un polinucleétido.

Pueden realizarse variaciones de este enlace, siempre que no interfieran con la unién o actividad. Por ejemplo, el
oxigeno unido a fésforo puede sustituirse con azufre (tiofosforodiamidato). El oxigeno 5’ puede sustituirse con amino
0 amino sustituido con alquilo inferior. El nitrdgeno colgante unido a fésforo puede estar instituido, monosustituido o
disustituido con (opcionalmente sustituido) alquilo inferior. El resto formador de pares de bases 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 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 solicitudes de PCT N.°. PCT/US07/11435 (enlaces
catiénicos) y US08/012804 (sintesis mejorada).

Las subunidades de morfolino pueden también unirse por enlaces intersubunitarios no basados en foésforo, como se
describe adicionalmente posteriormente, en los que al menos un enlace estd modificado con un grupo catiénico
colgante como se ha descrito anteriormente. Podrian usarse otros enlaces analogos de oligonucleétidos que no
tienen carga en su estado no modificado pero que podrian también portar un sustituyente de amina colgante. Por
ejemplo, podria emplearse un atomo de nitrégeno 5’ en un anillo de morfolino en un enlace de sulfamida o un enlace
de urea (en los que se reemplaza fésforo con carbono o azufre, respectivamente) y modificarse de una manera
analoga al &tomo de nitrégeno 5’ en la estructura (b3) anterior.

Ciertas realizaciones incluyen oligdmeros de morfolino sustancialmente sin carga, tales como un oligbmero de
morfolino con enlaces fosforodiamidato sustancialmente sin carga. Una cadena principal que contiene fésforo,
sustancialmente sin carga, en un analogo de oligonucledtido es una en la que una mayoria de los enlaces
subunitarios, por ejemplo, entre 50 y 100 %, normalmente al menos 60 % a 100 % o 75 % u 80 % de sus enlaces, no
tienen carga a pH fisioldgico, y contienen un Gnico atomo de foésforo. Los ejemplos de oligonucleétidos de morfolino
que tienen enlaces de cadena principal que contienen fésforo incluyen oligonucleétidos de morfolino con enlaces de
fosforamidato y fosforodiamidato. Ciertas realizaciones pueden contener grupos con carga positiva preferentemente
a aproximadamente 10 %-50 % de sus enlaces de cadena principal.

Las propiedades de las subunidades basadas en morfolino incluyen, por ejemplo, la capacidad para unirse en una
forma oligomérica por enlaces de cadena principal estables sin carga o con carga positiva, la capacidad para
soportar una base de nucleétido (por ejemplo, adenina, citosina, guanina, timidina, uracilo e hipoxantina) de modo
que el polimero formado pueda hibridar con un acido nucleico diana de bases complementarias, incluyendo ARN
diana, valores de Tm por encima de aproximadamente 45 °C en oligonucleétidos relativamente cortos (por ejemplo,
10-15 bases), la capacidad del oligonucledétido para transportarse de forma activa o pasiva a células de mamifero, y
la capacidad del heteroduplex de oligonucleétido antisentido:ARN para resistir la degradacion por RNasa o RNasaH,
respectivamente.

En ciertas realizaciones, un oligonucleétido sustancialmente sin carga puede modificarse para incluir enlaces con
carga, por ejemplo, hasta aproximadamente 1 por cada 2-5 enlaces sin carga, tal como aproximadamente 4-5 por
cada 10 enlaces sin carga. En ciertas realizaciones, puede verse mejora Optima en la actividad antisentido cuando
aproximadamente el 25 % de los enlaces de cadena principal son cationicos. En ciertas realizaciones, puede verse
potenciacidon con un nimero pequefio, por ejemplo, 10-20 % de enlaces catiénicos, o cuando el nimero de enlaces
catiénicos esta en el intervalo de 50-80 %, tal como aproximadamente 60 %. En ciertas realizaciones las cargas de
cadena principal catiénicas pueden potenciarse adicionalmente distribuyendo el volumen de las cargas cerca de los
enlaces de cadena principal “de region central” del oligonucleétido antisentido, por ejemplo, en un oligonucleétido de
20 unidades con 8 enlaces de cadena principal catiénicos, que tienen al menos 70 % de estos enlaces con carga
localizados en los 10 enlaces mas centrales.

Pueden usarse oligonucleétidos que se dirigen a una o mas partes de una secuencia de referencia polinucleotidica
de AARS o su complemento en cualquiera de los métodos terapéuticos, de diagndstico o de exploraciéon de
farmacos descritos en el presente documento y evidentes para los expertos en la materia.

B. Agentes de Interferencia de ARN

Ciertas realizaciones se refieren a agentes de interferencia de ARN (ARNi) que se dirigen a uno o mas transcritos de
ARNmM 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 o fragmento proteolitico endégeno de
AARS.

El término "bicatenario” significa dos cadenas de acido nucleico separadas que comprenden una region en la que al
menos una parte de las cadenas son suficientemente complementarias para formar enlace de hidrégeno y formar
una estructura de ddplex. El término "duplex" o "estructura de duplex" se refiere a la regién de una molécula
bicatenaria en la que dos cadenas separadas son sustancialmente complementarias, y por lo tanto hibridan entre si.
"ARNbc" se refiere a una molécula de acido ribonucleico que tiene una estructura de duplex que comprende dos
cadenas de acido nucleico complementarias y antiparalelas (es decir, las cadenas con sentido y antisentido). No
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todos los nucledtidos de ARNbc deben mostrar pares de bases de Watson-Crick; las dos cadenas de ARN pueden
ser sustancialmente complementarias. Las cadenas de ARN pueden tener el mismo nimero de nucleétidos o uno
diferente.

En ciertas realizaciones, un ARNbc es o incluye una regién que es al menos parcialmente complementaria del ARN
diana. En ciertas realizaciones, el ARNbc es completamente complementario del ARN diana. No es necesario que
haya complementariedad perfecta entre el ARNbc y la diana, pero la correspondencia debe ser suficiente para
permitir que el ARNbc, o un producto de escision del mismo, dirija el silenciamiento especifico de secuencia, tal
como por escisién por ARNi del ARN diana. La complementariedad, o el grado de homologia con la cadena diana,
es normalmente mas critico en la cadena antisentido. Aunque se desea con frecuencia complementariedad perfecta,
particularmente en la cadena antisentido, algunas realizaciones pueden incluir uno o mas pero preferentemente 6, 5,
4, 3, 2 o menos desapareamientos con respecto al ARN diana. Los desapareamientos se toleran mas en las
regiones terminales, y si estan presentes estan preferentemente en una region o regiones terminales, por ejemplo, a
una distancia de 6, 5, 4 o 3 nucle6tidos del extremo 5’ y/o 3’ terminal. Solo es necesario que la cadena con sentido
sea sustancialmente complementaria con la cadena antisentido para mantener el caracter general bicatenario de la
molécula.

Como se usa en el presente documento, "ARNbc modificado" se refiere a una molécula de ARNbc que comprende al
menos una alteracién que la hace mas resistente a nucleasas (por ejemplo, proteina quinasa) que una molécula de
ARNbc idéntica que reconoce el mismo ARN diana. Los ARNbc modificados pueden incluir un saliente de
nucleétidos monocatenario y/o al menos un nucleétido sustituido.

Como se usa en el presente documento, un "saliente de nucle6tidos" se refiere al nucleétido o los nucleétidos no
emparejados que protruyen de la estructura de duplex cuando un extremo 3’ de la cadena de ARN se extiende mas
alla del extremo 5’ de la otra cadena complementaria o0 viceversa. "Romo" o "extremo romo" significa que no hay
nucleétidos desapareados en ese extremo del ARNbc, es decir, no hay saliente de nucleétidos. Un ARNbc de
"extremos romos" es un ARNbc que es bicatenario sobre su longitud completa, es decir, no hay ningln saliente de
nucleétidos en uno de los extremos de la molécula.

La expresion "par de bases terminal”, como se usa en el presente documento, se refiere al Gltimo par de bases de
nucleétidos en un extremo de la region de ddplex de una molécula bicatenaria. Por ejemplo, si un ARNbc u otra
molécula tiene extremos romos (es decir, no tiene ningln saliente de nucledétidos), los Ultimos pares de bases de
nucleétidos en ambos extremos de la molécula son pares de bases terminales. Cuando un ARNbc u otra molécula
tiene un saliente de nucleétidos en uno 0 ambos extremos de la estructura de duplex, el Gltimo o los Gltimos pares de
bases de nucleétidos inmediatamente adyacentes al saliente o los salientes de nucleétidos es el par de bases
terminal en ese extremo o esos extremos de la molécula.

En ciertas 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 seleccionado o variante de corte y empalme. Los ARNbc generalmente comprenden dos
cadenas individuales. Una cadena del ARNbc comprende una secuencia de nucledtidos que es sustancialmente
idéntica a una parte del gen diana o regién la region diana (la cadena "con sentido"), y la otra cadena (la cadena
"complementaria” o "antisentido") comprende una secuencia que es sustancialmente complementaria de una parte
de la region diana. Las cadenas son suficientemente complementarias para hibridar para formar una estructura de
duplex. En ciertas realizaciones, la cadena de ARN complementaria puede ser menor de 30 nucledtidos, menor de
25 nucledtidos de longitud, o incluso de 19 a 24 nucledtidos de longitud. En ciertos aspectos, la secuencia de
nucleétidos complementaria puede ser de 20 a 23 nucle6tidos de longitud, o 22 nucleétidos de longitud.

En ciertas realizaciones, al menos una de las cadenas de ARN comprende un saliente de nucleétidos de 1 a 4
nucleétidos de longitud. En otras realizaciones, el ARNbc puede comprender ademas al menos un nucleétido
modificado quimicamente. En ciertos aspectos, un ARNbc que comprende un saliente monocatenario de 1 a 4
nucleétidos puede comprender una molécula en la que el nucleétido desapareado del saliente monocatenario que
esta directamente adyacente al par de nucledtidos terminal contiene una base de purina. En otros aspectos, los
ultimos pares de nucleétidos complementarios en ambos extremos de un ARNbc son un par de G-C o al menos dos
de los ultimos cuatro pares de nucle6tidos terminales son pares G-C.

Ciertas realizaciones de la presente invencién pueden comprender micro-ARN. Los micro-ARN representan un gran
grupo de ARN pequefios producidos de forma natural en organismos, algunos de los cuales regulan la expresion de
genes diana. Se forman micro-ARN de un trascrito precursor en horquilla monocatenario de aproximadamente 70
nucleétidos por Dicer. (V. Ambros et al., Current Biology 13:807, 2003). Ciertos micro-ARN pueden transcribirse
como precursores de ARN en horquilla, que después se procesan a sus formas maduras por enzima Dicer.

Ciertas realizaciones también pueden emplear ARN de interferencia cortos (ARNip). En ciertas realizaciones, la
primera cadena del oligonucleoétido bicatenario contiene dos restos de nucledsidos mas que la segunda cadena. En
otras realizaciones, la primera cadena y la segunda cadena tienen el mismo namero de nucledsidos; sin embargo, la
primera y segunda cadenas pueden compensarse de modo que los dos nucledsidos terminales de la primera y la
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segunda cadenas no estén emparejados con un resto en la cadena complementaria. En ciertos casos, los dos
nucledsidos que no estan emparejados son restos de timidina.

También se incluyen ARN en horquilla cortos (ARNhp) y micro ARN (miARN). Una estructura bicatenaria de un
ARNhp se forma por una cadena de ARN autocomplementaria sencilla, y la formacién de duplex de ARN puede
iniciarse bien dentro o bien fuera de la célula. Los microARN (miARN) son ARN no codificantes pequefios de 20-22
nucleétidos, normalmente escindidos de estructuras precursoras de ARN regresivas de ~70 nucle6tidos conocidas
como pre-miARN.

En casos en los que el agente de modulacion comprende ARNip, el agente deberia incluir una regién de homologia
suficiente con la regién diana, y ser de suficiente longitud con respecto a nucleétidos, de modo que el ARNip, o un
fragmento del mismo, pueda mediar en la regulacion negativa del ARN diana. Se entendera que el término
"ribonucleétido” o "nucledtido” puede, en el caso de un ARN modificado o un sustituto de nucleétido, también
referirse a un nucleétido modificado, o resto de remplazo sustituto en una o mas posiciones. Por lo tanto, un agente
de ARNip es o incluye una regién que es al menos parcialmente complementaria del ARN diana, como se describe
en el presente documento.

Ademas, un agente modulador de ARNip puede modificarse o incluir sustitutos de nucledsidos. Las regiones
monocatenarias de un agente de ARNip pueden modificarse o incluir sustitutos de nucledsidos, por ejemplo, la
region o las regiones no emparejadas de una estructura en horquilla, por ejemplo, una regién que une dos regiones
complementarias, pueden tener modificaciones o sustitutos de nucledsidos. La modificacién para estabilizar uno o
mas extremos 3’ 0 5’ de un agente de ARNip, por ejemplo, contra exonucleasas, o para favorecer que el agente de
ARNip antisentido entre en RISC también es (til. Las modificaciones pueden incluir enlazadores de aminoacidos C3
(o C6, C7, C12), enlazadores de tiol, enlazadores de carboxilo, espaciadores no nucleotidicos (C3, C6, C9, C12,
abasicos, trietilenglicol, hexaetilenglicol), reactivos de biotina o fluoresceina especiales que aparecen como
fosforamiditas y que tienen otro grupo hidroxilo protegido por DMT, permitiendo mdltiples acoplamientos durante la
sintesis de ARN.

Los agentes de ARNip pueden incluir, por ejemplo, moléculas que son suficientemente largas para desencadenar la
respuesta de interferén (que puede escindirse por Dicer (Bernstein et al., 2001. Nature, 409:363-366) y entrar en un
RISC (complejo de silenciamiento inducido por ARNiI)), ademas de moléculas que son suficientemente cortas para
que no desencadenen la respuesta de interferén (moléculas que también pueden escindirse por Dicer y/o entrar en
un RISC), por ejemplo, moléculas que son de un tamafio que permite la entrada en un RISC, por ejemplo, moléculas
que se asemejan a productos de escisién de Dicer. Un agente modulador de ARNip, o un producto de escision del
mismo, puede regular negativamente un gen diana, por ejemplo, induciendo ARNi con respecto a un ARN diana,
preferentemente una diana de AARS tal como una variante de corte y empalme seleccionada.

Cada cadena de un agente de ARNip puede ser igual a o menor de 35, 30, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17,16 0 15
nucleétidos de longitud. La cadena es preferentemente de al menos 19 nucleétidos de longitud. Por ejemplo, cada
cadena puede ser de entre 21 y 25 nucledtidos de longitud. Los agentes de ARNip preferidos tienen una regién
duplex 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
ARNip puede tener una o mas de las siguientes propiedades: puede, a pesar de las modificaciones, incluso en un
namero muy grande, o todos los nucleosidos, tener una cadena antisentido que puede presentar bases (0 bases
modificadas) en el armazén tridimensional apropiado para poder formar pares de bases correctos y formar una
estructura de duplex con un ARN diana homdlogo que es suficiente para permitir la regulacién negativa de la diana,
por ejemplo, por escision del ARN diana; puede, a pesar de las modificaciones, incluso en un nimero muy grande, o
todos los nucledsidos, aun tener propiedades "de tipo ARN", es decir, puede poseer la estructura general, las
propiedades quimicas y fisicas de una molécula de ARN, incluso aunque no exclusivamente, o incluso parcialmente,
del contenido basado en ribonucleétidos. Por ejemplo, un agente de ARNip puede contener, por ejemplo, una
cadena con sentido y/o una antisentido en la que todos los azlcares de nucle6tidos contienen por ejemplo 2’ flior en
lugar de 2’ hidroxilo. Aln puede esperarse que este agente que contiene desoxirribonucleétido muestre propiedades
de tipo a ARN. Aunque sin desear quedar ligado a la teoria, el flior electronegativo prefiere una orientacién axial
cuando se une con la posicion C2’ de ribosa. Esta referencia espacial de fllor puede, a su vez, obligar a los
azucares a adoptar un pliegue Cs’-endo. Este es el mismo modo de pliegue que se observa en moléculas de ARN y
da lugar a la hélice del tipo familia A caracteristica de ARN. Ademas, ya que el flior es un buen aceptor de enlaces
de hidrégeno, puede participar en las mismas interacciones de enlaces de hidrégeno con moléculas de agua que se
sabe que estabilizan estructuras de ARN. En general, se prefiere que un resto modificado en la posicién de azucar 2’
sea capaz de entrar en el enlace de H que es mas caracteristico del resto OH de un ribonucleétido que el resto H de
un desoxirribonucledtido.

Un "agente de ARNi monocatenario” como se usa en el presente documento, es un agente de ARNi que esta

compuesto de una Unica molécula. Puede incluir una regién en duplex, formada por emparejamiento intracatenario,
por ejemplo, puede ser, o incluir, una estructura en horquilla 0 en mango de sartén. Los agentes moduladores de
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ARNi monocatenarios son preferentemente antisentido con respecto a la molécula diana. Un agente de ARNi
monocatenario deberia ser suficientemente largo para que pueda entrar en el RISC y participar en escision mediada
por RISC de un ARNm diana. Un agente de ARNi monocatenario es de al menos 14, y mas preferentemente al
menos 15, 20, 25, 29, 35, 40 o 50 nuclettidos de longitud. Es preferentemente de menos de 200, 100 o 60
nucleétidos de longitud.

Los agentes moduladores de ARNi en horquilla pueden tener una regién de duplex igual a o al menos 17, 18, 19, 29,
21, 22, 23, 24 o0 25 pares de nucledtidos. La region de duplex puede ser preferentemente igual a o menor de 200,
100 o 50, de longitud. Ciertos intervalos para la regiéon de duplex son 15-30, 17 a 23, 19 a 23 y 19 a 21 pares de
nucleétidos de longitud. La horquilla puede tener un saliente monocatenario o0 regidon despareada terminal,
preferentemente la 3’, y preferentemente del lado antisentido de la horquilla. En ciertas realizaciones, los salientes
son de 2-3 nucledtidos de longitud.

Ciertos agentes moduladores utilizados de acuerdo con los métodos proporcionados en el presente documento
pueden comprender oligonuclettidos de ARNi tales como oligonucledtidos quiméricos o “quimeras” que contienen
dos 0 mas regiones quimicamente definidas, cada una compuesta de al menos una unidad monomérica, es decir, un
nucleétido en el caso de un compuesto oligonucleotidico. Estos oligonucle6tidos normalmente contienen al menos
una region en la que el oligonucleétido estd modificado para conferir al oligonucleétido una resistencia aumentada a
la degradacién por nucleasa, captacion celular aumentada y/o afinidad de unién aumentada por el acido nucleico
diana. En consecuencia, pueden obtenerse con frecuencia resultados comparables con oligonucleétidos mas cortos
cuando se usan oligonucle6tidos quiméricos, en comparacion con oligodesoxinucleétidos de fosforotioato. Pueden
formarse oligonucleétidos quiméricos como estructuras compuestas de dos o mas oligonucledtidos, oligonucleétidos
modificados, oligonucleétidos y/o miméticos oligonucleotidicos como se ha descrito anteriormente. Dichos
oligonucleétidos también se han denominado en la técnica hibridos u oligdmeros con huecos. Las patentes de
Estados Unidos representativas que ensefian la preparacién de dichas estructuras hibridas incluyen, pero sin
limitacion, Patentes de 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. En ciertas realizaciones, el
oligonucledtido quimérico es ARN-ADN, ADN-ARN, ARN-ADN-ARN, ADN-ARN-ADN o ARN-ADN-ARN-ADN, en el
gue el oligonucleétido es de entre 5 y 60 nucledtidos de longitud.

En un aspecto de la invencion, los agentes de ARNi estan relacionados con un oligonucleétido que comprende al
menos un ligando unido con una nucleobase alterada o no natural. Un gran nimero de compuestos pueden actuar
como la base alterada. La estructura de la base alterada es importante en la medida en que la base alterada no
deberia evitar sustancialmente la union del oligonucleétido con su diana, por ejemplo, ARNm. En ciertas
realizaciones, la base alterada es difluorotolilo, nitropirrolilo, nitroimidazolilo, nitroindolilo, naftalenilo, antrancenilo,
piridinilo, quinolinilo, pirenilo o el radical divalente de una cualquiera de las nucleobases no naturales descritas en el
presente documento. En ciertas realizaciones, la nucleobase no natural es difluorotolilo, nitropirrolilo o
nitroimidazolilo. En ciertas realizaciones, la nucleobase no natural es difluorotolilo. Una amplia diversidad de
ligandos se conocen en la técnica y son susceptibles a 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 de corona, intercalador, molécula de escision, agente de unién de proteinas o carbohidrato. En
ciertas realizaciones, el ligando es un esteroide o compuesto aromatico. En ciertos casos, el ligando es colesterilo.

En otras realizaciones, el agente de ARNi es un oligonucleétido unido a un ligando para los fines de mejorar la
direccion y captacion celular. Por ejemplo, un agente de ARNi puede estar unido a un anticuerpo, o fragmento de
unién al antigeno del mismo. Como ejemplo adicional, un agente de ARNi puede estar unido con una molécula de
unién a ligando especifica, tal como un polipéptido o fragmento polipeptidico que se une especificamente con un
receptor de superficie celular particular.

En otras realizaciones, el agente modulador comprende una nucleobase no natural, como se describe en el presente
documento. En ciertos casos, el resto de azlcar ribosa que aparece de forma natural en nucledsidos se reemplaza
con un azucar hexosa. En ciertos aspectos, el azicar 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 ciertos
casos, el resto de azlcar ribosa que aparece de forma natural en nucledsidos se reemplaza con un anillo de
heteroalquilo policiclico o un grupo ciclohexenilo. En ciertos casos, el grupo de heteroalquilo policiclico es un anillo
biciclico que contiene un atomo de oxigeno en el anillo. En ciertos casos, el grupo de heteroalquilo policiclico es un
biciclo[2.2.1]heptano, un biciclo[3.2.1]Joctano o un biciclo[3.3.1Jnonano. Los ejemplos de agentes de ARNiI
modificados también incluyen oligonucleédtidos que contienen cadenas principales modificadas o enlaces
internucleosidicos no naturales, como se describe en el presente documento.

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

En ciertos casos, los agentes de ARNi u oligonucleétidos antisentido para uso con los métodos proporcionados en el
presente documento pueden modificarse por un grupo no ligando. Varias moléculas no ligando se han conjugado
con oligonucleétidos para potenciar la actividad, distribucion celular, direccidon celular o captacion celular del
oligonucleétido, y estan disponibles en la bibliografia cientifica procedimientos para realizar dichas conjugaciones.
Dichos restos no ligando han incluido restos lipidicos, tales como colesterol (Letsinger et al., Proc. Nat. 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, NY Acad. Sci., 1992, 660: 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 trietilamonio (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 adamantano acético (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). Se han
enumerado anteriormente patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de dichos
conjugados oligonucleotidicos. Los protocolos de conjugacion tipicos implican la sintesis de oligonucleétidos que
portan un enlazador amino en una 0 mas posiciones de la secuencia. El grupo amino se hace reaccionar después
con la molécula que se conjuga usando reactivos de activacion o acoplamiento apropiados. La reaccion de
conjugacion puede realizarse bien con el oligonucledtido atin unido al soporte solido o después de la escision del
oligonucleétido en fase de solucion. La purificacion del conjugado oligonucleotidico por HPLC normalmente
proporciona el conjugado puro.

Pueden encontrarse ejemplos adicionales de agentes de ARNi en las Publicaciones de Solicitud de Estados Unidos
N.° 2007/0275465, 2007/0054279, 2006/0287260, 2006/0035254, 2006/0008822. También se incluyen sistemas de
suministro de vectores que son capaces de expresar las secuencias de direccién a AARS descritas en el presente
documento. Se incluyen vectores que expresan ARNip u otras moléculas de interferencia de ARN formadoras de
daplex.

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

XI. DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

Ciertas realizaciones se relacionan con el uso de polipéptidos de AARS, anticuerpos o polinucleétidos en el
descubrimiento de farmacos, normalmente para identificar agentes que modulan una o mas de las actividades no
canonicas del polipéptido de AARS de referencia, por ejemplo, el fragmento proteico de AARS. Por ejemplo, ciertas
realizaciones incluyen métodos para identificacion de uno o mas "compareros de unién celular" de un polipéptido de
referencia de AARS, tal como una proteina celular, un lipido, un &cido nucleico u otra molécula hospedadora que
interacciona directamente o fisicamente con el polipéptido de AARS. Los ejemplos particulares incluyen por ejemplo
receptores de 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 hospedadoras que participan en una o0 mas actividades no
canonicas del polipéptido de AARS, incluyendo moléculas que interaccionan directa o indirectamente con el
compafiero de union celular y regulan su papel en una actividad no canénica, o estan reguladas por el compafiero
de unién. Dichas moléculas hospedadoras incluyen componentes tanto corriente arriba como corriente abajo de la
ruta no candnica, normalmente relacionados con aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 0 mas etapas identificables en la
ruta, en relacion con la interaccién de compariero de union celular/proteina AARS.
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Ciertos aspectos incluyen métodos de identificacion de un compuesto (por ejemplo, polipéptido) u otro agente que es
agonista de o antagoniza la actividad no candénica de un polipéptido de referencia de AARS o variante activa del
mismo, tal como interaccionando con el polipéptido de AARS y/o uno o mas de sus compafieros de unién celular.
También se incluyen métodos para identificar agentes que modulan la expresion (por ejemplo, corte y empalme) de
variantes de corte y empalme de AARS, o modulan la actividad de proteasas que de otro modo regulan la
produccion de fragmentos proteicos de AARS enddgenos (resectinas) en las proteinas.

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

Puede emplearse cualquier método adecuado para detectar interacciones proteina-proteina para identificar
proteinas celulares que interaccionan con un polipéptido de referencia de AARS, interaccionan con uno o mas de
sus compafieros de union celular, o ambos. Los ejemplos de métodos tradicionales que pueden emplearse incluyen
co-inmunoprecipitacion, reticulacién y copurificacion mediante gradientes o columnas cromatograficas de lisados
celulares o proteinas obtenidas de lisados celulares, principalmente para identificar proteinas en el lisado que
interaccionan con el polipéptido de AARS.

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

Adicionalmente, pueden emplearse métodos en la identificacion simultanea de genes que codifican el compafiero de
unién u otro polipéptido. Estos métodos incluyen, por ejemplo, exploracién de bibliotecas de expresién, de una
manera similar a la técnica bien conocida de exploracion de anticuerpos de bibliotecas lambda-gtll, usando
proteina de AARS marcada, u otro polipéptido, péptido o proteina de fusion, por ejemplo, un polipéptido de AARS
variante o dominio de AARS fusionado con un marcador (por ejemplo, una enzima, fldor, proteina luminiscente o
colorante), o un dominio Ig-Fc.

Un método que detecta interacciones de proteinas in vivo, el sistema de dos hibridos, se describe en detalle para
ilustracién solamente y no como limitacion. Un ejemplo de este sistema se ha descrito (Chien et al.,, PNAS USA
88:9578 9582, 1991) y esta disponible en el mercado de Clontech (Palo Alto, Calif.).

Brevemente, 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 fusionada con una secuencia de nucleétidos de referencia de AARS (o, en ciertas realizaciones, su
compafiero de unién), o una variante de la misma, y el otro plasmido consiste en nucleétidos que codifican el
dominio de activacion de la proteina activadora de la transcripcion fusionado con un ADNc (o coleccién de ADNCc)
gue codifica una proteina o proteinas desconocidas que se han recombinado en el plasmido como parte de una
biblioteca de ADNc. El plasmido de fusién de dominio de unidon a ADN Yy la biblioteca de ADNc activador pueden
transformarse en una cepa de la levadura Saccharomyces cerevisiae que contiene un gen indicador (por ejemplo,
HBS o lacZ) cuya region reguladora contiene el sitio de unién del activador de la transcripciéon. Una de las proteinas
hibridas sola no puede activar la transcripcion del gen indicador: el hibrido de dominio de unién ADN no puede
porqgue no proporciona funcién de activacion y el hibrido del dominio de activacién no puede porque no puede
localizarse en los sitios de unién del activador. La interaccion de las dos proteinas hibridas reconstituye la proteina
activadora funcional y da como resultado la expresiéon del gen indicador, que se detecta por un ensayo para el
producto de gen indicador.

El sistema de dos hibridos u otra metodologia tal pueden usarse para explorar bibliotecas de dominio de activacion
con respecto a proteinas que interaccionan con el producto génico "cebo". Como ejemplo, y no como limitacién, un
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polipéptido de referencia de AARS o variante puede usarse como el producto génico cebo. Un comparfiero de union
de AARS también puede usarse como un producto génico "cebo”. Se fusionan secuencias de ADNc o gendmicas
totales con el ADN que codifica un dominio de activacién. Esta biblioteca y un plasmido que codifica un hibrido de un
producto génico de AARS cebo fusionado con el dominio de unién a ADN se cotransforman en una cepa indicadora
de levadura, y los transformantes resultantes se exploran con respecto a los que expresan el gen indicador.

Una biblioteca de ADNc de la linea celular de la que van a detectarse proteinas que interaccionan con productos
génicos de AARS cebo puede prepararse usando métodos practicados rutinariamente en la técnica. Por ejemplo, los
fragmentos de ADNc pueden insertarse en un vector de modo que se fusionen de forma traduccional con el dominio
de activacion transcripcional de GAL4. Esta biblioteca puede co-transformarse junto con el plasmido de fusion de
GAL4-gen cebo en una cepa de levadura, que contiene un gen de lacZ conducido por un promotor que contiene
secuencia de activacion de GAL4. Una proteina codificada por ADNc, fusionada con un dominio de activacién
transcripcional de GAL4, que interacciona con el producto génico cebo, reconstituird una proteina GAL4 activa y de
este modo conducira la expresion del gen de HIS3. Pueden detectarse colonias, que expresan HIS3, por su cultivo
en placas de Petri que contienen medios basados en agar semisoélidos que carecen de histidina. El ADNc puede
después purificarse a partir de estas cepas, y usarse para producir y aislar la proteina que interacciona con el gen de
AARS cebo usando técnicas practicadas de forma rutinaria en este campo.

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

Ciertas realizaciones se refieren al uso de enfoques de exploracidn de interactoma. Los ejemplos particulares
incluyen exploracion basada en dominio proteico (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, pueden identificarse compafieros de union y pueden, a su
vez, usarse junto con técnicas convencionales para identificar proteinas u otros compuestos con los que
interacciona. Ciertas realizaciones se refieren por lo tanto a métodos de exploracion de un compuesto que se une
especificamente con el 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
comparfiero de unién con el compuesto de ensayo, identificando de este modo un compuesto que se une
especificamente con el compaifiero de union. En ciertas realizaciones, el compuesto de ensayo es un polipéptido. En
ciertas realizaciones, el compuesto de ensayo es un compuesto quimico, tal como un compuesto de molécula
pequefia o peptidomimético.

Ciertas realizaciones incluyen métodos de exploracion para un compuesto que modula la actividad de un polipéptido
de referencia de AARS, que comprende a) combinar el polipéptido con al menos un compuesto de ensayo en
condiciones permisivas para 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 el que un cambio en la actividad del polipéptido
en presencia del compuesto de ensayo es indicativo de un compuesto que modula la actividad del polipéptido.
Ciertas realizaciones incluyen métodos de exploracién para un compuesto que modula la actividad de un compafiero
de unién de un polipéptido de referencia de AARS, que comprende: a) combinar el polipéptido con al menos un
compuesto de ensayo en condiciones permisivas para la actividad del compafiero de union, b) evaluar la actividad
del compaiiero de unién en presencia del compuesto de ensayo y c) comparar la actividad del compafiero de unién
en presencia del compuesto de ensayo con la actividad del compafiero de uniéon en ausencia del compuesto de
ensayo, en el que un cambio en la actividad del compafiero de uniéon 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 canénica seleccionada que se asocia con el polipéptido de
AARS o su compafiero de unién. Se incluyen condiciones in vitro e in vivo, tales como condiciones de cultivo celular.

Ciertas realizaciones incluyen métodos de exploracion de un compuesto con respecto a eficacia como un agonista
completo o parcial de un polipéptido de referencia de AARS o un fragmento activo o variante del mismo, que
comprende: 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.
Ciertos métodos incluyen a) exponer una muestra que comprende un compafiero de unién del polipéptido de AARS
a un compuesto y b) detectar la actividad agonista en la muestra, normalmente midiendo un aumento en la actividad
no candnica seleccionada del polipéptido de AARS. Ciertas realizaciones incluyen composiciones que comprenden
un compuesto agonista identificado por el método y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

También se incluyen métodos de exploracién de un compuesto con respecto a eficacia como un 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
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midiendo una reduccion en la actividad no candénica del polipéptido de AARS. Ciertos 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 canénica seleccionada
del polipéptido de AARS. Ciertas realizaciones incluyen composiciones que comprenden un compuesto antagonista
identificado por el método y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, pueden disefiarse sistemas in vitro para identificar compuestos capaces de interaccionar
con o modular una secuencia de referencia de AARS o su compafiero de union. Algunos de los compuestos
identificados por dichos sistemas pueden ser Utiles, por ejemplo, en la modulacion de la actividad de la ruta y en la
elaboracion de componentes de la ruta de si misma. También pueden usarse en exploraciones para identificar
compuestos que alteran las interacciones entre componentes de la ruta; o pueden alterar dichas interacciones
directamente. Un enfoque a modo de ejemplo implica preparar una mezcla de reaccién del polipéptido de AARS y un
compuesto de ensayo en condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir que los dos interaccionen y se
unan, formando de este modo un complejo que puede retirarse de y/o detectarse en la mezcla de reaccion.

Pueden realizarse ensayos de exploracion in vitro de diversas maneras. Por ejemplo, un polipéptido de AARS, un
compariero de unién celular, o compuesto o compuestos de ensayo puede anclarse en una fase solida. En estas
realizaciones y otras relacionadas, los complejos resultantes pueden capturarse y detectarse en la fase sélida al final
de la reaccion. En un ejemplo de dicho método, el polipéptido de AARS y/o su compafiero de union se anclan en una
superficie sélida, y el compuesto o los compuestos de ensayo, que no estan anclados, pueden marcarse, directa o
indirectamente, de modo que su captura por el componente en la superficie sélida pueda detectarse. En otros
ejemplos, el compuesto o los compuestos de ensayo se anclan en la superficie sélida, y el polipéptido de AARS y/o
su compafiero de union, que no estan anclados, se marcan o son de algin modo detectables. En ciertas
realizaciones, pueden utilizar convenientemente placas de microtitulacion como la fase sélida. EI componente
anclado (o compuesto de ensayo) puede inmovilizarse por uniones no covalentes o covalentes. Puede conseguirse
unién no covalente simplemente recubriendo la superficie sélida con una solucion de la proteina y secando. Como
alternativa, un anticuerpo inmovilizado, preferentemente un anticuerpo monoclonal, especifico para la proteina para
inmovilizar puede usarse para anclar la proteina a la superficie sdélida. Las superficies pueden prepararse
previamente y almacenarse.

Para realizar un ensayo a modo de ejemplo, el componente no inmovilizado se afiade normalmente a la superficie
recubierta que contiene el componente anclado. Después de completarse la reaccion, se retiran los componentes
que no han reaccionado (por ejemplo, lavando) en condiciones tales que cualquier complejo especifico formado
permanezca inmovilizado en la superficie sélida. La deteccién de complejos anclados a la superficie sélida puede
conseguirse de diversas maneras. Por ejemplo, cuando el componente no inmovilizado previamente esta
premarcado, la deteccion de marcador inmovilizado en la superficie indica que se formaron complejos. Cuando el
componente no inmovilizado previamente no esta premarcado, puede usarse un marcador indirecto para detectar
complejos anclados en 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 marcado).

Como alternativa, la presencia o ausencia de unién de un compuesto de ensayo puede determinarse, por ejemplo,
usando resonancia de plasmén superficial (RPS) y el cambio en el angulo de resonancia como un indice, en el que
un polipéptido de AARS o un compafiero de unién celular estd inmovilizado en la superficie de una microplaca
sensora disponible en el mercado (por ejemplo, fabricada por BIACORE™) de acuerdo con un método convencional,
el compuesto de ensayo esta en contacto con la misma y la microplaca sensora se ilumina con una luz de una
longitud de onda particular desde un angulo particular. La unién de un compuesto de ensayo también puede medirse
detectando la aparicion de un pico correspondiente al compuesto de ensayo por un método en el que un polipéptido
de AARS o un compariero de union celular se inmoviliza en la superficie de una microplaca proteica adaptable a un
espectrometro de masas, un compuesto de ensayo se pone en contacto con la misma y se combina un método de
ionizacion tal como MALDI-EM, ISE-EM, FAB-EM vy similares con un espectrometro de masas (por ejemplo,
espectrometro de masas de doble enfoque, espectrometro de masas cuadripolo, espectrometro de masas de tiempo
de vuelo, espectrémetro de masas de transformacion de Fourier, espectrémetro de masas de ciclotron de iones y
similares).

En ciertas realizaciones, pueden usarse ensayos basados en células, ensayos basados en vesiculas de membrana
0 ensayos basados en fraccion de membrana para identificar compuestos que modulan interacciones en la ruta no
canonica del polipéptido de AARS seleccionado. Para este fin, pueden usarse todas las lineas celulares que
expresan un polipéptido de AARS y/o un comparfiero de unién, o una proteina de fusién 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 expresar
dichas proteina o proteinas o proteina de fusion o proteinas de fusion. Pueden identificarse compuesto o
compuestos de ensayo que influyen en la actividad no candnica supervisando un cambio (por ejemplo, un cambio
estadisticamente significativo) en esa actividad en comparacién con un control o una cantidad predeterminada.
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Para las realizaciones relacionadas con agentes antisentido y de ARNi, por ejemplo, también se incluyen métodos
de exploraciéon de un compuesto con respecto a eficacia en la alteracion de la expresion de un polinucleétido de
referencia de AARS, que comprenden: a) exponer una muestra que comprende el polinucleétido de referencia de
AARS a un compuesto tal como un oligonucleétido antisentido potencial, y b) detectar la expresion alterada del
polinucleétido de AARS. En ciertos ejemplos no limitantes, estas realizaciones y otras relacionadas pueden
emplearse en ensayos basados en células o en ensayos de traduccion sin células, de acuerdo con técnicas
rutinarias en este campo. También se incluyen los agentes antisentido y de ARNi identificados por dichos métodos.

Pueden usarse también anticuerpos para fragmentos proteicos de AARS en ensayos de exploracion, tal como para
identificar un agente que se une especificamente con una AARS, confirmar la especificidad o afinidad de un agente
gue se une con un fragmento proteico de AARS, o identificar el sitio de interaccion entre el agente y el fragmento
proteico de AARS. Se incluyen ensayos en los que el anticuerpo se usa como un inhibidor competitivo del agente.
Por ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente con un fragmento proteico de AARS con una afinidad
conocida puede actuar como un inhibidor competitivo de un agente seleccionado y puede usarse para calcular la
afinidad del agente por el fragmento proteico de AARS. Ademas, uno o mAas anticuerpos que se unen
especificamente con epitopos o sitios conocidos de un fragmento proteico de AARS pueden usarse como un
inhibidor competitivo para confirmar si el agente se une 0 no en ese mismo sitio. Otras variaciones resultaran
evidentes para los expertos en la materia.

También se incluyen cualquiera de los métodos anteriores, u otros métodos de exploracion conocidos en la técnica,
gue se adaptan para la exploracion de alto rendimiento (HTS). La HTS usa normalmente automatizacion para
procesar una exploracion del ensayo frente a una biblioteca de compuestos candidatos, por ejemplo, un ensayo que
mide un aumento o una reduccién en una actividad no canénica, como se describe en el presente documento.

Cualquiera de los métodos de exploraciéon proporcionados en el presente documento puede utilizar bibliotecas de
moléculas pequefias o bibliotecas generadas por quimica combinatoria. Se conocen en la técnica bibliotecas de
mezclas quimicas y/o biolégicas, tales como extractos fungicos, bacterianos o de algas y pueden explorarse con
cualquiera de los ensayos de la invencién. Pueden encontrarse ejemplos para la sintesis de bibliotecas moleculares
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).

Pueden presentarse bibliotecas de compuestos en solucién (Houghten et al., 1992) o en perlas (Lam et al., 1991), en
microplacas (Fodor et al., 1993), bacterias, esporas (Ladner et al., Patente de Estados Unidos N.° 5.223.409, 1993),
plasmidos (Cull et al., 1992) o en fagos (Cwirla et al., 1990, Devlin et al., 1990, Felici et al., 1991, Ladner et al.
Patente de 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 proteicos de AARS, sus compafieros de union celular y/o sus actividades no canénicas relacionadas.
Las bibliotecas utiles para los fines de la invencion incluyen, pero sin limitacion, (1) bibliotecas quimicas, (2)
bibliotecas de productos naturales y (3) bibliotecas combinatorias comprendidas por péptidos aleatorios,
oligonucleétidos y/o moléculas organicas.

Las bibliotecas quimicas consisten en analogos estructurales de compuestos conocidos 0 compuestos que se
identifican como “aciertos” o “candidatos” mediante exploracién de productos naturales. Se derivan bibliotecas de
productos naturales a partir de colecciones de microorganismos, animales, plantas u organismos marinos que se
usan para crear mezclas para explorar mediante: (1) fermentacién y extraccion de caldos de microorganismos del
suelo, vegetales 0 marinos o (2) extraccion de plantas u organismos marinos. Las bibliotecas de productos naturales
incluyen poliquétidos, péptidos no ribosdmicos 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 0 compuestos organicos como una mezcla. Son relativamente faciles de preparar
mediante métodos de sintesis automatica tradicionales, PCR, clonacién o métodos de sintesis patentados.

Mas especificamente, una biblioteca quimica combinatoria es una coleccidon de diversos compuestos quimicos
generados mediante sintesis quimica o sintesis biolégica, combinando varios "componentes basicos" quimicos tales
como reactivos. Por ejemplo, se forma una biblioteca quimica combinatoria lineal tal como una biblioteca de
polipéptidos combinando un conjunto de componentes basicos quimicos (aminoacidos) de todas las maneras
posibles para una longitud de compuesto dada (es decir, el nimero de aminoacidos en un compuesto polipeptidico).
Pueden sintetizarse millones de compuestos quimicos mediante dicha mezcla combinatoria de componentes basicos
quimicos.

Para una revision de quimica combinatoria y bibliotecas creadas a partir de la misma, véase, por ejemplo, Huc, |. y
Nguyen, R. (2001) Comb. Chem. High Throughput Screen 4:53-74; Lepre, C A. (2001) Drug Discov. Hoy 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)
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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. Medicina. 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. Pinchar. 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.

Estan disponibles en el mercado dispositivos para la preparacion de bibliotecas combinatorias (véase, por ejemplo,
357 MPS, 390 MPS, Advanced Chem Tech, Louisville Ky., Symphony, Rainin, Woburn, Massachusetts, 433A
Applied Biosystems, Foster City, Calif., 9050 Plus, Millipore, Bedford, Mass.). Ademas, numerosas bibliotecas
combinatorias estan disponibles en si mismas en el mercado (véase, por ejemplo, ComGenex, Princeton, NJ,
Asinex, Moscu, Ru, Tripos, Inc., St. Louis, Mo. ChemStar, Ltd., Moscl, RU, 3D Pharmaceuticals, Exton, Pa., Martek
Biosciences, Columbia, MD, etc.).

XIl. METODOS DE USO

Las realizaciones de la presente invencion incluyen métodos terapéuticos de tratamiento. En consecuencia, los
agentes de AARS descritos en el presente documento, incluyendo polipéptidos de AARS, polinucledtidos de AARS,
vectores basados en polinucledtidos de AARS, células hospedadoras que expresan AARS, oligonucleétidos
antisentido, agentes de ARNi, asi como agentes de unién tales como péptidos, anticuerpos y fragmentos de union a
antigeno, peptidomiméticos y otras moléculas pequefas, pueden usarse para tratar diversas enfermedades o
afecciones no limitantes asociadas con las actividades no canonicas de una AARS de referencia. Los ejemplos de
dichas actividades no candnicas incluyen modulacién de la sefializaciéon extracelular, modulacién de la proliferacién
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, modulacion de la angiogénesis, modulacién de la union celular, modulacién del metabolismo celular,
modulacion de la producciéon o actividad de citocinas, modulacion de la actividad de receptores de citocinas,
modulacion de la captacion celular, o secrecién, inmunomodulacién, modulacién de la inflamacion, modulacion de
los procesos metabdlicos tales como control de glucosa y similares.

Se incluyen terapias basadas en polinucleétidos, tales como terapias antisentido y terapias de interferencia de ARNi,
gue normalmente estan relacionadas con la reduccién de la expresion de una molécula diana, tal como un fragmento
endodgeno de una AARS o un compafiero de unién celular de un polipéptido de AARS, que contribuye de otro modo
a su actividad no candnica. Las terapias antisentido o de ARNi normalmente antagonizan la actividad no canénica,
tal como reduciendo la expresién del polipéptido de referencia de AARS. También se incluyen polipéptidos o
péptidos, anticuerpos o fragmento de unién a antigeno, peptidomiméticos u otras terapias basadas en moléculas
pequefias, que son agonistas de o antagonizan la actividad canonica de un polipéptido de referencia de AARS, tal
como interaccionando directamente con el polipéptido de AARS, su compafiero o sus compaferos de unién celular,
0 ambos.

Estas realizaciones y otras relacionadas incluyen métodos para usar los agentes de AARS o composiciones de la
presente invencion para tratar una célula, un tejido o un sujeto. Las células o los tejidos que pueden tratarse o
modularse por la presente invencion son preferentemente células o tejidos de mamiferos, o0 mas preferentemente
células o tejidos humanos. Dichas células o tejidos pueden ser de un estado sano o de un estado enfermo.

En ciertas realizaciones, por ejemplo, se proporcionan métodos para modular actividades celulares terapéuticamente
relevantes incluyendo, pero sin limitacion, metabolismo celular, diferenciacion celular, proliferacion celular, captacion
celular, secrecion celular, muerte celular, movilizacién celular, migracion celular, transcripcion génica, traduccion de
ARNmMm, impedancia celular, respuestas inmunitarias, respuestas inflamatorias, y similares, que comprenden poner en
contacto una célula con un agente de AARS o composicion como se describe en el presente documento. En ciertas
realizaciones, la célula esta en un sujeto. En consecuencia, las composiciones de AARS pueden emplearse en
tratamiento esencialmente de cualquier célula o tejido o sujeto que se beneficiaria de la modulacion de una o mas de
dichas actividades.

Los agentes de AARS y composiciones también pueden usarse en cualquiera de varios contextos terapéuticos
incluyendo, por ejemplo, los relacionados con el tratamiento o prevencion de enfermedades neoplasicas,
enfermedades o afecciones del sistema inmunitario (por ejemplo, enfermedades autoinmunitarias e inflamacion),
enfermedades infecciosas, enfermedades metabdlicas, enfermedades neuronales/neurolégicas, enfermedades
musculares/cardiovasculares, enfermedades asociadas con hematopoyesis aberrante, enfermedades asociadas con
miogénesis aberrante, enfermedades asociadas con neurogénesis aberrante, enfermedades asociadas con
adipogénesis aberrante, enfermedades asociadas con osteogénesis aberrante, enfermedades asociadas con
angiogénesis aberrante, enfermedades asociadas con supervivencia celular aberrante, enfermedades asociadas con
captacion de lipidos aberrante, enfermedades asociadas con envejecimiento (por ejemplo, pérdida de audicion,
neuropatias periféricas o autbnomas, demencia senil, retinopatia) y otras.
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Por ejemplo, en ciertas realizaciones ilustrativas, las composiciones de PheRSA de la invencién pueden usarse para
modular la angiogénesis, por ejemplo, mediante modulacién de la proliferacion y/o sefializacion de células
endoteliales. La proliferacion y/o sefializacion de células endoteliales puede supervisarse usando una linea celular
apropiada (por ejemplo, células de pulmén endoteliales microvasculares humanas (HMVEC-L) y células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVEC)) y usando un ensayo apropiado (por ejemplo, ensayos de migracion de células
endoteliales, ensayos de proliferacion de células endoteliales, ensayos de formacién de tubos, ensayos de tapon de
matrigel, etc.), muchos de los cuales se conocen y estan 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 o sujeto que se beneficiaria de la modulacién de la angiogénesis. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, una célula o tejido o sujeto que experimenta o es susceptible a angiogénesis (por
ejemplo, una afeccion angiogénica) puede ponerse en contacto con una composicién adecuada de la invencion para
inhibir una afeccién angiogénica. En otras realizaciones, una célula o un tejido que experimenta o es susceptible a
angiogénesis insuficiente (por ejemplo, una afeccién angiostatica) puede ponerse en contacto con una composicién
apropiada 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/macréfagos, células
dendriticas mieloides, granulocitos tales como basofilos, neutréfilos y eosinéfilos, megacariocitos, plaquetas) y
células linfoides (por ejemplo, linfocitos citoliticos naturales, células dendriticas linfoides, linfocitos B y linfocitos T).
Ciertos procesos hematopoyéticos especificos incluyen eritropoyesis, granulopoyesis, linfopoyesis,
megacariopoyesis, trombopoyesis y otros. También se incluyen métodos de modulacién del trafico o la movilizacion
de células hematopoyéticas, incluyendo células madre hematopoyéticas, células progenitoras, eritrocitos,
granulocitos, linfocitos, megacariocitos y trombocitos.

Los métodos de modulacion de la hematopoyesis pueden practicarse in vivo, in vitro, ex vivo o en cualquier
combinacion de los mismos. Estos métodos pueden practicarse en cualquier muestra bioldgica, cultivo celular o
tejido que contenga células madre hematopoyéticas, células progenitoras hematopoyéticas u otras células madre o
progenitoras que sean capaces de diferenciar a lo largo del linaje hematopoyético (por ejemplo, células madre
derivadas de tejido adiposo). Para métodos in vitro y ex vivo, pueden aislarse células madre y células progenitoras,
bien de origen hematopoyético o de otro modo, y/o identificarse de acuerdo con las técnicas y caracteristicas
descritas en el presente documento y conocidas en este campo.

Las composiciones de la invencién también pueden ser Utiles como inmunomoduladores para tratar indicaciones anti
o proinflamatorias modulando las células que median, directa o indirectamente, en enfermedades, afecciones y
trastornos autoinmunitarios y/o inflamatorios. La utilidad de las composiciones de la invenciébn como
inmunomoduladores o moduladores de inflamacion puede supervisarse usando cualquiera de varias técnicas
conocidas y disponibles en este campo incluyendo, por ejemplo, ensayos de migracion (por ejemplo, usando
leucocitos o linfocitos) o ensayos de viabilidad celular (por ejemplo, usando linfocitos B, linfocitos T, monocitos o
linfocitos NK).

La "inflamacién" se refiere en general a la respuesta biolégica de tejidos a estimulos perjudiciales, tales como
patégenos, células dafiadas (por ejemplo, heridas) e irritantes. La expresion "respuesta inflamatoria” se refiere a los
mecanismos especificos por los que se consigue y se regula inflamacion, incluyendo, Unicamente como ilustracion,
activacién o migracion de células inmunitarias, produccion de citocinas, vasodilatacion, incluyendo liberacion de
quinasa, fibrinolisis y coagulacion, entre otros descritos en el presente documento y conocidos en la técnica.

Las sefales clinicas de inflamacién crénica dependen de la duracion de la enfermedad, lesiones inflamatorias, causa
y area anatomica 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, Canadd). La
inflamacién cronica se asocia con diversas afecciones o enfermedades patoldgicas, incluyendo, por ejemplo,
alergias, enfermedad de Alzheimer, anemia, estenosis de la valvula adrtica, artritis tal como artritis reumatoide y
osteoartritis, cancer, insuficiencia cardiaca congestiva, fibromialgia, fibrosis, ataque cardiaco, insuficiencia renal,
lupus, pancreatitis, ictus, complicaciones quirtrgicas, enfermedad inflamatoria del pulmén, enfermedad inflamatoria
del intestino, aterosclerosis, trastornos neurolégicos, diabetes, trastornos metabdlicos, obesidad y psoriasis, entre
otras descritas en el presente documento y conocidas en la técnica . Por lo tanto, las composiciones de AARS
pueden usarse para tratar o controlar inflamacién crénica, modular cualquiera de una o mas de las respuestas
inflamatorias crénicas individuales, o tratar una cualquiera o0 mas enfermedades o afecciones asociadas con
inflamacién cronica.

Los criterios para evaluar las sefiales y sintomas de afecciones inflamatorias y otras, incluyendo para fines de
realizacién de diagnéstico diferencial y también para supervisar los tratamientos tales como determinar si se ha
administrado en el transcurso del tratamiento una dosis terapéuticamente eficaz, por ejemplo, determinando la
mejora de acuerdo con criterios clinicos aceptados, resultaran evidentes para los expertos en la materia y se
ejemplifican por las ensefianzas de, por ejemplo, Berkow et al., Eds., The Merck Manual, 162 edicién, Merck and Co.,
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Rahway, NJ, 1992; Goodman et al., Eds., Goodman y Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics, 102
edicion, Pergamon Press, Inc., Elmsford, N.Y., (2001); Avery's Drug Treatment: Principios y Practica de
Farmacologia Clinica y Terapéutica, 32 edicion, ADIS Press, Ltd., Williams y Wilkins, Baltimore, MD. (1987); Ebadi,
Pharmacology, Little, Brown and Co., Boston, (1985); Osolci al., Eds., Remington's Pharmaceutical Sciences, 182
ediciéon, Mack Publishing Co., Easton, PA (1990); Katzung, Basic and Clinical Pharmacology, Appleton y Lange,
Norwalk, CT (1992).

En otras realizaciones, las composiciones de PheRSA de la invencién pueden usarse para modular la proliferacion
y/o supervivencia celular y, en consecuencia, para tratar o prevenir enfermedades, trastornos o afecciones
caracterizados por anomalias en la proliferacion y/o supervivencia celular. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, las
composiciones de AARS pueden usarse para modular la apoptosis y/o para tratar enfermedades o afecciones
asociadas con apoptosis andmala. La apoptosis puede supervisarse por cualquiera de varias técnicas disponibles
conocidas y disponibles en este campo incluyendo, por ejemplo, ensayos que miden la fragmentacion de ADN,
alteraciones en la asimetria de membrana, activacion de caspasas apoptoticas y/o liberacion de citocromo C y AlF.

El progreso de estas y otras terapias (por ejemplo, terapias ex vivo) puede supervisarse facilmente por métodos y
ensayos convencionales y basandose en criterios conocidos por los médicos u otros expertos en la materia.

Xlll. FORMULACIONES FARMACEUTICAS, ADMINISTRACION Y KITS

Las realizaciones de la presente invencion incluyen polinucledtidos de AARS, polipéptidos de AARS, células
hospedadoras que expresan polipéptidos de AARS, agentes de union, agentes moduladores u otros compuestos
descritos en el presente documento, formulados en soluciones farmacéuticamente aceptables o fisiol6gicamente
aceptables para administracion a una célula o un animal, bien solos, o bien en combinacién con una o mas
modalidades adicionales de terapia. También se entendera que, si se desea, las composiciones de la invencion
pueden administrarse también en combinacién con otros agentes, tales como, por ejemplo, otras proteinas u otros
polipéptidos o diversos agentes farmacéuticamente activos. No hay practicamente ningln limite a los otros
componentes que también pueden incluirse en las composiciones, siempre que los agentes adicionales no afecten
de forma adversa a los efectos moduladores u otros que se deseen conseguir.

En las composiciones farmacéuticas de la invencion, los expertos en la materia conocen bien la formulacion de
excipientes y soluciones de vehiculo farmacéuticamente aceptables, asi como el desarrollo de regimenes de
dosificacién y tratamiento adecuados para usar las composiciones particulares descritas en el presente documento
en diversos regimenes de tratamiento, incluyendo, por ejemplo, administracion oral, parenteral, intravenosa,
intranasal, subcutanea e intramuscular y formulacion.

En ciertas 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
comprenden normalmente uno o mas polipéptidos o polinucledtidos de AARS, estimulan una reaccién inmunitaria,
tal como actuando como un adyuvante en una vacuna 0 composicion relacionada, o estando presente en una
composicion junto con un adyuvante o agente separado estimula una respuesta inmunitaria.

En ciertas realizaciones, los agentes de AARS tales como polipéptidos de AARS, polinucleétidos de AARS y
anticuerpos tienen una solubilidad que es deseable para el modo particular de administracion, 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 ciertas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden
suministrarse mediante administracion oral a un sujeto. Como tales, estas composiciones pueden formularse con un
diluyente inerte o con un vehiculo comestible asimilable, o pueden incluirse en capsulas de gelatina de cubierta dura
o0 blanda, o pueden comprimirse en comprimidos, o pueden incorporarse directamente con el alimento de la dieta.

En ciertas circunstancias serd deseable suministrar las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento por via parenteral, por via subcutanea, por via intravenosa, por via intramuscular, por via intraarterial,
por via intratecal, por via intraparenquimal, por via intracisternal, por via intraventricular, por via intrauretral, por via
intraesternal, por via intracraneal, por via intrasinovial, o incluso por via intraperitoneal como se describe, por
ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N.° 5.543.158; Patente de Estados Unidos N.° 5.641.515 y Patente de
Estados Unidos N.° 5.399.363. Los dispositivos adecuados para administracion parenteral incluyen inyectores de
aguja (incluyendo microagujas), inyectores sin agujas y técnicas de infusion.

Pueden prepararse soluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacol6gicamente aceptables
en agua convenientemente mezclados con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También pueden
prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones
habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento de
microorganismos.
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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
Estados Unidos N.° 5.466.468). En todos los casos la forma deberia ser estéril y deberia ser fluida en la medida en
gue exista facil inyectabilidad. Deberia ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y deberia
conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede
ser un disolvente o medio de dispersién 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 la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La
prevencién de la accién de microorganismos puede facilitarse por diversos agentes antibacterianos y antifingicos,
por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible
incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares o cloruro sédico. Puede proporcionarse absorcion prolongada de
las composiciones inyectables mediante el uso en las composiciones de agentes que retardaran la absorcion, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Para administracion parenteral en una soluciébn acuosa, por ejemplo, la solucidon deberia tamponarse
convenientemente si es necesario y el diluyente liquido hacerse isoténico primero con suficiente solucién salina o
glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En relacién con esto, a la luz de la presente invencion, los expertos en
la materia conoceran un medio acuoso estéril que pueda emplearse. Por ejemplo, una dosificacién puede disolverse
en 1 ml de solucién de NaCl isotonica y afadirse a 1.000 ml de liquido de hipodermoclisis o inyectarse en el sitio
propuesto de infusion (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 152 edicion, pags. 1035-1038 y
1570-1580). Se producird necesariamente algo de variacion en la dosificacion dependiendo de la condicién del
sujeto que se trata. La persona responsable de la administracién determinard, en cualquier caso, la dosis apropiada
para el sujeto individual. Ademas, para administracién humana, las preparaciones deberian cumplir los criterios de
esterilidad, pirogenicidad y seguridad y pureza generales que requiere la Oficina de Patrones Bioldgicos de la FDA.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida
en el disolvente apropiado con los diversos otros ingredientes enumerados anteriormente, segin se requiera,
seguido de esterilizacion filtrada. En general, se preparan dispersiones incorporando los diversos principios activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacién son técnicas de secado al vacio y liofilizacion que producen un
polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucion esterilizada por
filtracion previamente del mismo.

Las composiciones desveladas en el presente documento pueden formularse en una forma neutra o salina. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acidos (formadas con los tres grupos amino
libres de la proteina) y que se forman con &cidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico,
0 acidos organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos
carboxilo libres también pueden derivar de bases inorganicas tales como, por ejemplo, sodio, potasio, amonio, calcio
o hidréxidos férricos, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares. Tras
la formulacion, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulaciéon de dosificacién y en
una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran faciimente en diversas formas
de dosificacion tales como soluciones inyectables, capsulas de liberacion de farmacos y similares.

Como se usa en el presente documento, "vehiculo" incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de
dispersion, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes retardantes de la
absorcion e isotonicos, tampones, soluciones transportadoras, suspensiones, coloides y similares. El uso de dichos
medios y agentes para sustancias farmacéuticas activas se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en que
cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse en las composiciones principios activos
complementarios.

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

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden suministrarse por pulverizaciones intranasales,
inhalacion y/u otros vehiculos de suministro de aerosol. Se han descrito métodos para suministrar genes,
polinucleétidos y composiciones peptidicas directamente a los pulmones mediante pulverizaciones de aerosol nasal,
por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N.° 5.756.353 y la Patente de Estados Unidos N.° 5.804.212. De
forma similar, el suministro de farmacos usando resinas de microparticulas intranasales (Takenaga et al., 1998) y

88



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2653 718 T3

compuestos de lisofosfatidil-glicerol (Patente de Estados Unidos N.° 5.725.871) también se conocen bien en la
técnica farmacéutica. De forma similar, se describe suministro farmacolégico transmucoso en forma de una matriz de
soporte de politetrafluoroetileno en la Patente de Estados Unidos N.° 5.780.045.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse para ser de liberacion inmediata y/o sostenida. Las
composiciones de liberacion sostenida incluyen liberacién retardada, modificada, por pulsos, controlada, dirigida y
programada. Por lo tanto, las composiciones pueden formularse como una suspensién o como un sélido, semisélido
0 liquido tixotrépico para administracién como un depésito implantado que proporciona liberacion sostenida de los
polinucleétidos de AARS, polipéptidos de AARS, agentes de unidn, agentes moduladores y otros agentes activos.
Los ejemplos de dichas formulaciones incluyen sin limitacién estents recubiertos con farmaco y semisélidos de
suspensiones que comprenden vesiculas lamelares o microparticulas cargadas con farmaco de acido poli(DL-
lactico-co-glicolico) (PGLA), poli(DL-lactida-coglicélido) (PLG) o poli(lactida) (PLA), hidrogeles (Hoffman AS: Ann.
N.Y. Acad. Sci.), sistemas de nanoparticulas de poliaminoacido, comercializados con la marca comercial MEDUSA®
desarrollada por Flamel Technologies Inc., sistemas de geles no acuosos comercializados con la marca comercial
ATRIGEL® desarrollada por Atrix, Inc. y formulaciones de liberacion extendida de acetato isoburitato de sacarosa
comercializadas con el nombre comercial SABER® desarrollado por Durect Corporation y sistemas basados en
lipidos desarrollados por SkyePharma y comercializados con la marca comercial DEPOFOAM®.

Se conocen en la técnica dispositivos de liberacion sostenida capaces de suministrar dosis deseadas de las
composiciones farmacéuticas durante periodos de tiempo prolongados. Por ejemplo, las Patentes de 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 conducidos de forma osmdtica capaces de suministrar una formulaciéon de agente activo, tal
como una solucién o una suspension, a una velocidad deseada durante un periodo de tiempo prolongado (es decir,
un periodo que varia 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 flujo constante, flujo ajustable o flujo programable
de formulaciones de agentes beneficiosos, que estan disponibles en Medtronic, incluyendo las bombas intratecales
comercializadas con el nombre comercial SYNCHROMED INFUSION SYSTEM®, los sistemas de Johnson and
Johnson comercializados con el nombre comercial bombas de division CODMAN®, y bombas de tecnologias
INSET®. Se describen ejemplos adicionales de dispositivos en las Patentes de Estados Unidos N.° 6.283.949;
5.976.109; 5.836.935; y 5.511.355.

En ciertas realizaciones, el suministro puede producirse mediante el uso de liposomas, nanocapsulas,
microparticulas, microesferas, particulas lipidicas, vesiculas y similares, para la introduccion de las composiciones
de la presente invencion en células hospedadoras adecuadas. En particular, las composiciones de la presente
invencion pueden formularse para el suministro, bien encapsuladas en una particula lipidica, un liposoma, una
vesicula, una nanoesfera, una nanoparticula o similares. La formulacion y el uso de dichos vehiculos de suministro
pueden llevarse a cabo usando técnicas conocidas y convencionales.

En ciertas realizaciones, los agentes proporcionados en el presente documento pueden unirse con un sustrato sélido
farmacéuticamente aceptable, incluyendo sustratos biocompatibles y biodegradables tales como polimeros y
matrices. Los ejemplos de dichos sustratos sélidos incluyen, sin limitacién, poliésteres, hidrogeles (por ejemplo,
poli(2-hidroxietiimetacrilato) o poli(alcohol vinilico)), polilactidas (Patente de Estados Unidos N.° 3.773.919),
copolimeros de acido L-glutamico y y-etil-L-glutamato, etilen-vinilacetato no degradable, copolimeros de acido
lactico-acido glicdlico degradables tales como poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) y el LUPRON DEPOT™
(microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolide), acido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico, colageno, metal, hidroxiapatita, biovidrio, aluminado, materiales bioceramicos y proteinas
purificadas.

En una realizacién particular, el sustrato sélido comprende polimeros biodegradables comercializados con la marca
comercial ATRIGEL™ (QLT, Inc., Vancouver, BC). El sistema de suministros de farmacos ATRIGEL® consiste en
polimeros biodegradables disueltos en vehiculos biocompatibles. Los productos farmacéuticos pueden mezclarse en
este sistema de suministro liquido en el momento de fabricacién o, dependiendo del producto, pueden afiadirse
posteriormente por el médico en el momento de uso. Cuando el producto liquido se inyecta en el espacio
subcutaneo a través de una aguja de calibre pequefio o se coloca en sitios de tejido accesible a través de una
canula, el agua en los fluidos tisulares provoca que el polimero se precipite y atrape el farmaco en un implante
sélido. El farmaco encapsulado dentro del implante se libera después de una manera controlada a medida que la
matriz polimérica se biodegrada con el tiempo.

También pueden administrarse composiciones farmacéuticas para uso de la presente invencién por via tdpica, por
via (intra) dérmica o por via transdérmica a la piel 0 mucosa. Las formulaciones tipicas para este fin incluyen geles,
hidrogeles, lociones, soluciones, cremas, pomadas, polvos de uso externo, apoésitos, 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 e inyeccidon por microaguja o sin agujas, por ejemplo usando los sistemas
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comercializados con las marcas comerciales POWDERJECT™ y BIOJECT™.

Se conocen bien en la técnica métodos de formulacién y se desvelan, 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 invencién 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 via de administracién, el tipo de animal de sangre
caliente que se trate, y las caracteristicas fisicas del animal de sangre caliente especifico que se considere. Los
practicantes expertos en la técnica médica conocen bien estos factores y su relacion para determinar esta cantidad.
Esta cantidad y el método de administracion pueden adaptarse para conseguir eficacia 6ptima pero dependeran de
factores tales como el peso, la dieta, la medicacién simultanea y otros factores que reconoceran los expertos en la
técnica médica.

En realizaciones particulares, la cantidad de una composicion o un agente administrado variara en general de una
dosificacién de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 mg/kg/dia, y normalmente de aproximadamente 0,1 a
10 mg/kg cuando se administra por via oral o por via intravenosa. En realizaciones particulares, una dosificacion es
de 5 mg/kg o 7,5 mg/kg. En diversas realizaciones, la dosificacién es de aproximadamente 50-2500 mg por dia, 100-
2500 mg/dia, 300-1800 mg/dia o 500-1800 mg/dia. En una realizacion, la dosificacién es de entre aproximadamente
100 y 600 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacion es de entre aproximadamente 300 y 1.200 mg/dia. En
realizacién particulares, la composicion o el agente se administra a una dosificacion 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 por dia (es decir, cuando las
dosis combinadas consiguen la dosificacion diaria deseada). En realizaciones relacionadas, una dosis es de 100 mg
bid, 150 mg bid, 240 mg bid, 300 mg bid, 500 mg bid, o 600 mg bid. En diversas realizaciones, la composicién o el
agente se administra en dosificaciones individuales o repetidas. La dosificacion inicial y dosificaciones posteriores
pueden ser iguales o diferentes.

En ciertas realizaciones, una composicion o un agente se administra en una Unica dosificacion de 0,1 a 10 mg/kg o
0,5 a 5 mg/kg. En otras realizaciones, una composicion o un agente se administra en una dosificaciéon de 0,1 a 50
mg/kg/dia, de 0,5 a 20 mg/kg/dia o de 5 a 20 mg/kg/dia.

En ciertas realizaciones, una composicién o un agente se administra por via oral o por via intravenosa, por ejemplo,
mediante infusion durante un periodo de tiempo de aproximadamente, por ejemplo, 10 minutos a 90 minutos. En
otras realizaciones relacionadas, se administra una composicion o un agente por infusiéon continua, por ejemplo, a
una dosificacion de entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 mg/kg/h durante un periodo de tiempo.
Aunque el periodo de tiempo puede variar, en ciertas realizaciones el periodo de tiempo puede ser de entre
aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 24 horas o0 entre aproximadamente 10 minutos Yy
aproximadamente tres dias

En realizaciones particulares, una cantidad eficaz o cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para
conseguir una concentracioén total de la composicién o el agente en el plasma sanguineo de un sujeto con una Cmax
de entre aproximadamente 0,1 pg/ml y aproximadamente 20 ug/ml o entre aproximadamente 0,3 ug/ml y
aproximadamente 20 ug/ml. En ciertas realizaciones, una dosificacion oral es una cantidad suficiente para conseguir
una concentracion en plasma sanguineo (Cmax) de entre aproximadamente 0,1 pg/ml y aproximadamente 5 yg/ml o
entre aproximadamente 0,3 pg/ml y aproximadamente 3 ug/ml. En ciertas realizaciones, una dosificacion intravenosa
es una cantidad suficiente para conseguir una concentracion en plasma sanguineo (Cmax) de entre aproximadamente
1 pg/ml y aproximadamente 10 pg/ml o entre aproximadamente 2 pg/ml y aproximadamente 6 pg/ml. En una
realizacién relacionada, la concentracion total de un agente en el plasma sanguineo del sujeto tiene una
concentracion valle media de menos de aproximadamente 20 ug/ml y/o una concentraciéon de estado estacionario de
menos de aproximadamente 20 ug/ml. En una realizacién adicional, la concentracion total de un agente en el plasma
sanguineo del sujeto tiene una concentracion valle media de menos de aproximadamente 10 uyg/ml y/o una
concentracion de estado estacionario de menos de aproximadamente 10 pg/ml.

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

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

En realizaciones particulares de la presente invencion, la cantidad eficaz de una composicién o un agente, o la
concentracién en plasma sanguineo de composicion o agente se consigue o 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 afio, al menos 2
afios 0 mas de 2 afos.

En ciertas realizaciones basadas en polipéptidos, la cantidad de polipéptido administrado estara normalmente en el
intervalo de aproximadamente 0,1 pg/kg a aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg de peso
corporal de paciente. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 0,1 pg/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 puede ser una dosificacion candidata inicial para administracion al paciente, bien, por
ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, o bien mediante infusiéon continua. Por ejemplo, un
régimen de dosificacion puede comprender administrar una dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg,
seguido de una dosis de mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg de polipéptido, o aproximadamente
la mitad de la dosis de carga. Sin embargo, pueden ser Utiles otros regimenes de dosificacién. Una dosificacion
diaria tipica podria variar de aproximadamente 0,1 ug/kg a aproximadamente 1 ug/kg hasta 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o
mas, dependiendo de la afeccidn, el tratamiento se mantiene hasta que se produce una supresién deseada de los
sintomas de enfermedad.

En realizaciones particulares, la dosificacién eficaz consigue los niveles en plasma sanguineo o concentracién de
valle media de una composicién o un agente descrito en el presente documento. Estos pueden determinarse
facilmente usando procedimientos rutinarios.

Las realizaciones de la presente invencion, en otros aspectos, proporcionan kits que comprenden uno o mas
recipientes cargados con uno o mas de los polipéptidos, polinucleétidos, anticuerpos, complejos multiunitarios,
composiciones de los mismos, etc., de la invenciéon, como se describe en el presente documento. Los kits pueden
incluir instrucciones escritas sobre como usar dichas composiciones (por ejemplo, para modular la sefializacion
celular, angiogénesis, cancer, afecciones inflamatorias, diagndstico, etc.).

Los kits del presente documento también pueden incluir uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales u otros
componentes adecuados o deseados para la indicacion que se trate, o para la aplicacion de diagnéstico 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 o0 mas jeringas u otros componentes necesarios 0
deseados para facilitar un modo pretendido de suministro (por ejemplo, estents, depésitos implantables, etc.).

XIV. EJEMPLOS

METODOS GENERALES. A no ser que se indique de otro modo, en los ejemplos posteriores, se usaron los
siguientes métodos generales para optimizacion génica, expresion de proteinas a pequefia y gran escala,
purificacién de proteinas, perfiles transcripcionales y exploracion para preparar y caracterizar los polipéptidos de
AARS descritos en los Ejemplos posteriores.

SINTESIS Y CLONACION DE GENES EN VECTORES DE EXPRESION

Se optimizaron los codones de secuencias polinucleotidicas que codificaban versiones marcadas en epitopos de los
polipéptidos de AARS y se clonaron en vectores de expresién bacterianos usando los métodos enumerados
posteriormente.

En el método (1), se sintetiza ADN de codones optimizados para E. coli (Welch et al., PLoS ONE 4 (9): e7007 doi:
10.1371/journal.pone.0007002) que codifica cada polipéptido de AARS por DNA 2.0 (Menlo Park, CA), y se
sintetizan dos versiones de cada polipéptido de AARS, que contienen un marcador epitdpico combinado N-terminal o
C-terminal que comprende tanto un marcador de seis histidinas como un marcador epitdpico de V5.

Se sintetiza ADN que codifica los polipéptidos de AARS marcados en el extremo N-terminal con una extensién 5’
qgue codifica en orientacion de 5' a 3', un sitio de unién a ribosoma (rbs (subrayado posteriormente)), sitio de
restriccion Ndel, marcador de seis histidinas y un marcador epitdpico de V5,
(AGGAGGTAAAACATATGCATCATCATCATCATCACGGTAAGCCTATCCCTA ACCCTTTGCTCGGTCTCGAT-
TCTACG) (SEQ ID NO 1), que se fusiona en fase con la fase abierta de lectura del polipéptido de AARS predicha.

91



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2653 718 T3

En casos en los que el polipéptido de AARS comprende un resto de metionina de inicio nativo predicho (ATG), o el
primer resto de aminoacido del polipéptido de AARS predicho es Met, este se suprime. Al final de la fase abierta de
lectura de polipéptido de AARS predicha, se afiaden dos codones de terminacién y un sitio Xhol (TAATGACTCGAG)
(SEQ ID NO 2).

Se sintetiza ADN que codifica los polipéptidos de AARS marcados en el extremo C terminal con una extensién 5’
que codifica un sitio rbs (subrayado posteriormente) y un sitio de restriccion Ndel que recapitula el codén de inicio
nativo predicho para el polipéptido de AARS, o inserta un ATG en fase con la fase de lectura de polipéptido de
AARS predicha, (AGGAGATAAAA-CATATG) (SEQ ID NO 3). En diferentes realizaciones, el sitio de unién a
ribosoma puede comprender las secuencias "AGGAG-GTAAAACAT" (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 predicha, se sintetiza una extension 3' que codifica en orden de 5 a 3', un marcador epitopico V5, un
marcador de seis histidinas, dos codones de terminacion y un sitio Xhol
(GGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCACCACCATC  ATCACCATTAATGACTCGAG)
(SEQ ID NO 7), que se fusiona en fase con la fase abierta de lectura del polipéptido de AARS predicha. Si el
polipéptido de AARS incluia un codén de terminacion nativo predicho, este se suprimié.

Se subclonan secuencias de ADN sintetizadas que codifican los polipéptidos de AARS en vector pJExpress411
(DNA 2.0). Después de secuenciar para confirmar la sintesis del producto correcto, se transforman vectores de
expresion en bacterias para expresion de proteinas como se describe mas completamente posteriormente.

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

Especificamente se insert6 un sitio de restriccion de BamHI en el extremo 5’ de la fase abierta de lectura predicha.
En casos en los que el polipéptido de AARS comprende un resto de metionina de inicio nativo predicho (ATG), o el
primer resto de aminoéacido del polipéptido de AARS predicho es Met, este se suprimié. Adicionalmente se inserté un
sitio de restriccion Xhol en el extremo 3’ de la fase abierta de lectura predicha. En casos en los que el polipéptido de
AARS comprende un codén de terminacion nativo predicho, este se suprimio.

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

Después de digestion de restriccion, y clonacion, el ADN que codifica el polipéptido de AARS marcado en N se clona
en el vector marcado en N (pET24b_N-6XHis/V5), que comprende una secuencia de ADN 5’ que codifica seis
histidinas y un marcador epitépico V5,
(CATATGCATCATCATCATCATCACGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTC TACG-GGATCC),
(SEQ ID NO 8), en fase con un codon de inicio (ATG) incluido dentro del sitio de restriccion Ndel. Esta extension 5’
se fusiona con la fase abierta de lectura del polipéptido de AARS predicha a través de un enlazador de 2
aminoacidos corto (GS).

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

Después de digestion de restriccion, y clonacién, el ADN que codifica el polipéptido de AARS marcado en C clonado
en el vector marcado en C (pET24b_C-V5/6XHis), comprende una secuencia 5 que codifica un codén de inicio
(ATG) incluido dentro del sitio de restriccion Ndel que se fusiona con la fase de lectura del polipéptido de AARS
predicho a través de un enlazador de 2 aminoacidos corto (GS), (CATATGGGATCC) (SEQ ID NO 10).

En el extremo 3’ de la fase abierta de lectura predicha, el ADN que codifica el polipéptido de AARS marcado en C

comprende una secuencia de ADN 3' que codifica un enlazador de 2 aminoacidos corto (LE) seguido de un
marcador epitépico V5 seguido de seis histidinas y dos codones de terminacion,

CTCGAGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCACC
ACCACCACCACCACTAATGA (SEQ.ID. No. 11).

EXPRESION, PURIFICACION Y CARACTERIZACION BIOFiSICA DE POLIPEPTID O DE AARS

CARACTERIZACION
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Se expresan polipéptidos de AARS marcados con His6x en bacterias en un formato de rendimiento medio y/o en
cultivos de matraces de mayor escala dependiendo de la cantidad de proteina requerida. Se purifican polipéptidos
de AARS usando cromatografia de intercambio iénico y de afinidad como se describe posteriormente, y como se
especifica para experimentos especificos.

Cultivos bacterianos : Se transforman 100 ng de vector de expresion que comprende ADN de codones optimizados
que codifica cada polipéptido de AARS (como se ha descrito anteriormente) en bacterias E. coli competentes
BL21(DE3) (EMD chemicals, cat. n.° 69450) a 42 °C Durante 30 segundos en placas de PCR. También se evallan
las cepas C41(DE3) (Lucigen, cat. n.° 60442), HMS174(DE3) (EMD chemicals, cat. n.° 69453) y Origami2(DE3)
(EMD chemicals, cat. n.° 71345). Las placas se colocan en hielo durante 2 minutos y se afiaden 100 ul de medio
SOC, seguido de una incubacion de 1 hora a 37 °C. Se afiaden 5 ml de medio de autoinduccién (EMD chemicals,
cat. n.° 71491) complementado con kanamicina (100 pg/ml) a cada pocillo de un blogue de 24 pocillos (Qiagen, cat.
n.° 19583). Las reacciones de transformacion se afiaden a los pocillos individuales, el bloque se sella con pelicula
adhesiva (VWR, cat. n.° 60941-078) y se incuban durante una noche a 250 rpm en un agitador a 37 °C. Cuando se
usan condiciones de baja temperatura (25 °C), se lleva a cabo en su lugar incubacién durante 48 horas.

Para expresion a mayor escala, se afiaden 200 ml de medio de autoinduccién complementado con kanamicina (100
pg/ml) en matraces de Erlenmeyer de 500 ml con tapas de ventilacion (Corning, cat. n.° 431401). Las reacciones de
transformacion se afladen a los matraces individuales y se incuban durante 30 horas a 250 rpm en un agitador a
37 °C. Para escala de 1 |, se usa medio TB (BD Biosciences, cat. n.° 243820) en lugar de medio de autoinduccién y
se inicia una induccion de 4 horas (IPTG 0,5 mM) cuando el cultivo alcanza DOeoo 0,6 — 1.

Aislamiento de proteinas : Después de que el cultivo alcance la fase estacionaria (normalmente DOeoo de 3-6), los
bloques se centrifugan a 3600 x g durante 10 minutos. El medio se aspira cuidadosamente y los bloques se
congelan a -80 °C o -20 °C durante 10 minutos. Después se permite que los bloques se descongelen a temperatura
ambiente y se afiade 1 ml de tampodn de lisis (100 ml de Bugbuster complementado con 200 pul de lisonasa (EMD
chemicals, cat. no 71370) y se afiaden inhibidores de proteasa "completos mini sin EDTA" (Roche, cat. No. 11 836
170 001)) a cada pocillo. Los sedimentos se resuspenden pipeteando repetidas veces hasta que no hay ningin
grumo visible y se transfieren a tubos eppendorf, seguido de una incubacién de 10-20 minutos en un agitador a
temperatura ambiente. Después de centrifugar a 16.000 g durante 10 minutos a 4 °C, los lisados se cargan en una
placa TurboFilter 96 incluida en el kit Ni-NTA Superflow 96 BioRobot (Qiagen, cat. n.° 969261) y se centrifugan a 500
g durante 5-10 minutos.

Para expresion a mayor escala, el cultivo de fase estacionaria se transfiere a frascos de 500 ml y se centrifuga a
6.000 g durante 10 minutos. El medio se decanta y el sedimento se almacena a -80°C o -20°C antes de
procesamiento posterior. Después se permite que el sedimento se descongele a temperatura ambiente y se afiaden
20 ml de tampdn de lisis a cada frasco. Los sedimentos se resuspenden por pipeteo repetido hasta que no hay
ningun grumo visible, seguido de incubacién durante 20 minutos en un agitador a temperatura ambiente. Después
de centrifugacion a 10.000 g durante 30 minutos a 4 °C, los lisados se transfieren a tubos o frascos limpios. Si se
pasan cantidades traza de residuos durante la transferencia, la muestra se centrifuga de nuevo o se pasa a través
de una membrana de acetato de celulosa de 0,45 um (Corning, cat. n.° 430314) para clarificacion adicional. Para
escala de 1 I, se usa microfluidificacién a 96526,60 kPa (Microfluidics, cat. n.° 110L) en lugar de tampén de lisis.

Purificacion de afinidad: Se carga una placa QIAFilter 96 con 200 ul de suspensién de Ni-NTA Superflow incluida
en el kit Ni-NTA Superflow 96 BioRobot y la resina se equilibra afiadiendo 600 pl de tampén de union (fosfato sédico
20 mM, cloruro sédico 500 mM e imidazol 10 mM, pH 7,5). Se aplica un vacio de -50,67 kPa hasta que todo el
tampon ha pasado a través de la resina. Los lisados celulares clarificados de la etapa previa se cargan después en
la placa de QIAFilter® y se permite que se unan durante 5 minutos. Se aplica un vacio de -10,13 kPa durante
aproximadamente 5 minutos hasta que todas las muestras han pasado a través de la resina. La resina se lava
después con 1 ml de tampdn de unidn, seguido de dos lavados con 1 ml de tampdn de unién que contiene Triton X-
100 0,1 %. La resina se lava después 10 minutos con 1 ml de tampdn de unién sin Triton X-100. Los polipéptidos de
AARS marcados con His6x unidos se eluyen con 450 pl de tampén de elucién (fosfato sédico 20 mM, cloruro sédico
500 mM e imidazol 500 mM, pH 7,5) y se almacenan a 4 °C.

Para expresion a mayor escala, se carga una columna desechable vacia "Poly-Prep" (Bio-Rad, cat. n.°. 731-1550)
con 1 ml de suspensién Ni-NTA Superflow (Qiagen, n.° cat. 30450) y la resina de 0,5 ml se equilibra afiadiendo 5 ml
de tampdn de unidn. El lisado celular clarificado de la etapa previa se carga después en la columna y se permite que
la atraviese por gravedad. La resina se lava primero con 50 ml de tampdn de union mas Triton X-100 0,1 %, después
se lava con 50 ml de tampdn de unién sin Triton X-100. Se eluyen los polipéptidos de AARS marcados con His6x
unidos con 2 ml de tampon de elucién y se almacenan a 4 °C.

Etapas de desalacién y pulido:  Para polipéptidos de AARS con una masa molecular de >10 kDa, se aclara la
membrana Omega 10K de un papel de filtro AcroPrep 96 (Pall, n.° cat. 5034) con 20 uyl de PBS 1X y la placa se
coloca en un colector de vacio (>33,78 kPa) hasta que todo el liquido atraviesa. Los eluatos de la etapa previa (Ni-
NTA) se distribuyen en cada pocillo y el vacio se aplica hasta que todos los liquidos atraviesan. Estas etapas se
repiten hasta que se ha procesado el volumen de eluato total (450 pl). Se recuperan polipéptidos de AARS
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afiadiendo 180 pl de PBS 1X pH 7,4 a cada pocillo, pipeteando arriba y abajo 10 veces cuidadosamente y después
se transfieren a un bloque limpio. Esta etapa se repite para producir un volumen total de 360 pl por pocillo y el
bloque se almacena a 4 °C. Para polipéptidos de AARS con una masa molecular de <10 kDa, los eluatos de Ni-NTA
se cargan en una unidad de filiro de centrifuga Amicon Ultra-15 con membrana Ultracel-3 (Millipore, cat. n.°
UFC900308), seguido de la adicion de 10 ml de PBS 1X y una centrifugacion a 3.600 g durante 10-30 minutos hasta
que el volumen es menor de 360 pl. Las muestras se recuperan y se afiade PBS 1X a un volumen final de 360 pl.

Para retirar endotoxinas, se aclara un papel de filtro AcroPrep Advance con membrana Mustang Q (Pall, n.° cat.
8171) con 300 ul de PBS 1X y se centrifuga a 1.000 g durante 5 minutos para eliminar el tampén. Los polipéptidos
desalados de AARS (360 ul/pocillo) se afiaden a la placa de filtro y se incuban en un agitador durante 5-10 minutos.
La placa se centrifuga a continuacion a 1.000 g durante 5-10 minutos y las fracciones de flujo continuo que
contienen los polipéptidos de AARS se recogen y se almacenan a 4 °C.

Para la expresién a gran escala, los eluatos de Ni-NTA se cargan en una unidad de filtro de centrifuga Ultra-15 de
Amicon con membrana Ultracel-3 o Ultracel-10 (Millipore, cat n.° UFC900308 o UFC901008) dependiendo del peso
molecular del polipéptido de AARS y luego se centrifugan a 3.600 g durante 10-30 minutos hasta que el volumen se
reduce a 250 pl. Las muestras se mezclan en 10 ml de PBS 1X, pH 7,4 y se centrifugan de nuevo a 3.600 g durante
10-30 minutos hasta que el volumen es de aproximadamente 250 pl. Este paso se repite una vez mas, los
sobrenadantes se recuperan y se afiade PBS 1X a un volumen final de 1,5 ml. Para escala de 1 |, el eluato de Ni-
NTA se dializa frente a PBS 1X durante una noche en lugar de usar filtracion.

Para eliminar endotoxinas, se enjuaga una membrana intercambiadora de aniones fuerte Sartobind Q5 (Sartorius,
cat n.° Q5F) con 1 ml de PBS 1X y los polipéptidos de AARS se pasan lentamente a través de la membrana usando
una jeringa de plastico. La fraccion de flujo continuo que contiene los polipéptidos de AARS se recoge en un bloque
de 96 pocillos profundos que se sella'y se almacena a 4 °C.

Se purifican polipéptidos de AARS marcados con His6x expresados en bacterias y hallados en cuerpos de inclusién
usando cromatografia de afinidad y una serie de etapas de replegamiento, como se describe posteriormente.

Cultivos bacterianos: se transforman 100 ng de plasmido que codifica cada polipéptido de AARS en bacterias E.
coli competentes BL21(DE3) ((EMD chemicals, cat. n.° 69450) o C41(DE3) (Lucigen, cat. n.° 60442) a 42 °C durante
30 segundos en placas de PCR. Las placas se colocan en hielo durante 2 minutos y se afiaden 100 pl de medio
SOC, seguido de una incubacién de 1 hora a 37 °C. Se afiaden 5 ml de medio de autoinduccion (EMD chemicals,
cat. n.° 71491) complementado con kanamicina (100 pg/ml) a cada pocillo de un bloque de 24 pocillos (Qiagen, cat.
n°, 19583). Las reacciones en transformacion se afiaden a los pocillos individuales, el bloque se sella con pelicula
adhesiva (VWR, cat. n.° 60941-078) y se incuba durante una noche a 250 rpm en un agitador a 37 °C.

Para expresién a mayor escala, se afiaden 200 ml de medio de autoinduccién complementado con kanamicina (100
pg/ml) en matraces de Erlenmeyer de 500 ml con tapas de ventilacion (Corning, cat. n.°. 431401). Las reacciones de
esta transformacion se afiaden a los matraces individuales y se incuban durante 30 horas a 250 rpm en un agitador
a 37 °C. Para escala de 1 |, se usa medio TB (BD Biosciences, cat. n.° 243820) en lugar de medio de autoinduccién
y se inicia una induccién de 4 horas (IPTG 0,5 mM) cuando el cultivo alcanza DOeoo 0,6 — 1.

Aislamiento: Después de que los cultivos alcancen fase estacionaria (DOeoo tipica de 3-6), los bloques se
centrifugan a 3.600 x g durante 10 minutos. El medio se aspira cuidadosamente y los bloques se congelan a -80 °C o
-20 °C durante 10 minutos. Después se permite que los bloques se descongelen a temperatura ambiente y se afiade
1 ml de tampon de lisis (100 ml de Bugbuster complementado con 200 ul de lisonasa (EMD chemicals, cat. n.°
71370) e inhibidor de proteasa "completo mini sin EDTA" (Roche, cat. n.° 11 836 170 001)) a cada pocillo. Los
sedimentos se resuspenden por pipeteo repetido hasta que no hay ningin grumo visible y se transfieren a tubos
eppendorf, seguido de una incubaciéon de 10-20 minutos en un agitador a temperatura ambiente. Después de
centrifugacion a 16.000 x g durante 10 minutos a 4 °C, los lisados solubles se descartan y los cuerpos de inclusién
se resuspenden exhaustivamente en tampon de unién desnaturalizante (fosfato sédico 20 mM, cloruro sédico 500
mM, clorhidrato de guanidina 6 M, imidazol 10 mM, pH 7,5). Las muestras se centrifugaron a 16.000 x g durante 10
minutos y los sobrenadantes se cargan en una placa TurboFilter 96 incluida en el kit Ni-NTA Superflow 96 BioRobot
(Qiagen, cat. n.° 969261) seguido de centrifugacién a 500 g durante 5-10 minutos. Los filtrados se recogen en un
bloque de 96 pocillos limpio (Greiner, cat. n.° 780286).

Para la expresion a mayor escala, el cultivo de fase estacionaria se transfiere a frascos de 500 ml y se centrifuga a
6.000 g durante 10 minutos. El medio se decanta y el sedimento se almacena a -80°C o -20°C antes de su
procesamiento posterior. Después se permite que el sedimento se descongele a temperatura ambiente y se afiaden
20 ml de tampdn de lisis a cada frasco. Los sedimentos se resuspenden por pipeteo repetido hasta que no hay
ningun grumo visible, seguido de incubacién durante 20 minutos en un agitador a temperatura ambiente. Después
de centrifugacion a 10.000 g durante 30 minutos a 4 °C, los lisados solubles se descartan y los cuerpos de inclusion
insolubles se resuspenden exhaustivamente en tampo6n de union desnaturalizante. Para escala de 1 I, se usa
microfluidificacion a 96526,60 kPa (Microfluidics, cat. n.° 110L) en lugar de tampdn de lisis. Después de
resuspension de los cuerpos de inclusion, se aflade una etapa de centrifugacion a 10.000 g durante 30 minutos,
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seguido de filtracion a través de una membrana de PES de 0,45 um (VWR, ca. n.° 87006).

Purificacion de afinidad: se carga una placa QIAFilter 96 con 200 ul de suspension de Ni-NTA Superflow incluida
en el Kit de Ni-NTA Superflow 96 BioRobot y la resina se equilibra afadiendo 600 yl de tampén de unién
desnaturalizante (véase anteriormente). Se aplica un vacio de -50,67 kPa hasta que todo el tampon pase a través de
la resina. Las muestras desnaturalizadas clarificadas de la etapa previa se cargan después en la placa QIAFilter® 96
y se permite que se unan durante 5 minutos. Se aplica un vacio de aproximadamente 10,13 kPa durante
aproximadamente 5 minutos hasta que todas las muestras pasan a través de la resina. La resina se lava después
con 1ml de tampén de union desnaturalizante, seguido de cinco lavados con 1ml de tamp6n de unién
desnaturalizante que contiene Triton X-100 0,1 %. La resina se lava después 15 veces con 1 ml de tamp6n de unién
desnaturalizante sin Triton X-100. Los polipéptidos de AARS marcados con His 6x unidos se eluyen después con
450 pl de tampdn de elucion desnaturalizante (fosfato sodico 20 mM, cloruro sédico 500 mM, clorhidrato de
guanidina 6 M e imidazol 500 mM, pH 7,5) y se almacenan a 4 °C.

Para expresién a mayor escala, se carga una columna desechable vacia “Poly-Prep” (Bio-Rad, n.° de catalogo 731-
1550) con 1 ml de suspensiéon de Ni-NTA Superflow (Qiagen, cat n.° 30450) y los 0,5 ml de resina se equilibran
afiadiendo 5 ml de tampdén de unidn desnaturalizante (véase anteriormente). Los cuerpos de inclusién
desnaturalizados de la etapa anterior se cargan después en la columna y se permite que atraviesen por gravedad.
La resina se lava en primer lugar con 50 ml de tampdn de unidén desnaturalizante mas Triton X-100 0,1 %, después
se lava con 50 ml de tampon de unién desnaturalizante sin Triton X-100. Los polipéptidos de AARS marcados con
His 6x unidos se eluyen con 2 ml de tamp6n de elucién desnaturalizante y se almacenan a 4 °C.

Replegamiento: para polipéptidos de AARS >10 kDa, la membrana de 10 K Omega de una placa de filtro AcroPrep
96 (Pall, cat. n.° 5034) se aclara con 20 yl de PBS 1X y la placa se coloca en un colector de vacio (>33,78 kPa)
hasta que todo el liquido atraviesa. Los eluatos de la etapa previa (Ni-NTA) se distribuyen en cada pocillo y se aplica
al vacio hasta que todo el liquido atraviesa. Estas etapas se repiten hasta que se ha procesado el volumen de eluato
total (450 pl). Se recuperan polipéptidos de AARS afiadiendo 200 ul de tampdn de replegamiento que contiene Tris
50 mM, cloruro sédico 250 mM, cloruro potasico 10 mM, cloruro magnésico 2 mM, cloruro célcico 2 mM, sacarosa
400 mM, arginina 500 mM, DTT 1 mM y Polisorbato 80 0,01 %, pH 7,4) a cada pocillo, pipeteando arriba y abajo 10
veces cuidadosamente, y después se transfieren a un bloque limpio. Esta etapa se repite para producir un volumen
total de 400 pl por pocillo y el bloque se coloca en el agitador durante una noche a 4 °C. Para polipéptidos de AARS
<10 kDa, los eluatos de Ni-NTA se cargan en una unidad de filtro de centrifuga Amicon Ultra-15 con membrana
Ultracel-3 (Millipore, cat. n.° UFC900308), seguido de la adicion de 10 ml de tampdén de replegamiento y una
centrifugacion a 3.600 g durante 10-30 minutos hasta que el volumen es menor de 400 pl. Las muestras se
recuperan y se afiade tampon de replegamiento extra a un volumen final de 400 pl. Las muestras se transfieren a un
bloque de 96 pocillos, se sella con pelicula y se coloca en un agitador durante una noche a 4 °C.

Para cultivos a mayor escala, los eluatos de Ni-NTA se cargan en una unidad de filtro de centrifuga Amicon Ultra-15
con membrana Ultracel-3 o Ultracel-10 (Millipore, cat. n.° UFC900308 o UFC901008 dependiendo del peso
molecular del polipéptido de AARS) y después se centrifugan a 3.600 g durante 10-30 minutos hasta que el volumen
se reduce a aproximadamente 500 pl. Para polipéptidos d AARS con pl > 7, las muestras se diluyen 20 veces en el
siguiente tampon: acetato sédico 50 mM, cloruro sédico 10 mM, cloruro potasico 0,4 mM, EDTA 1 mM, sacarosa
400 mM, arginina 500 mM, DTT 1 mM y polisorbato 80 0,01 %, pH 6,0. Para polipéptidos de AARS con pl < 7, las
muestras se diluyen 20 veces en el siguiente tampodn: Tris 50 mM, cloruro sodico 250 mM, cloruro potasico 10 mM,
cloruro de magnesio 2 mM, cloruro célcico 2 mM, sacarosa 400 mM, arginina 500 mM, DTT 1 mM y polisorbato 80
0,01 %, pH 8,0. Las muestras se incuban en un agitador a 4 °C durante una noche.

Etapas de desalacion y pulido:  después de incubacion durante una noche, el bloque de 96 pocillos se centrifuga a
3.600 g para retirar cualquier agregado potencial. Los sobrenadantes se someten después a intercambio de tampén
con PBS 1X (Invitrogen, cat. n.° 10010). Para polipéptidos de AARS > 10 kDa, la membrana Omega 10 K de una
placa de filtro AcroPrep 96 se aclara con 20 ul de PBS 1X vy la placa se coloca en un colector de vacio (> 33,78 kPa)
hasta que todo el liquido atraviesa. Las muestras en el tamp6n de replegamiento se distribuyen en cada pocillo y se
aplica el vacio hasta que atraviesa todo el liquido. Estas etapas se repiten hasta que se ha procesado el volumen de
muestra total (400 pl). Se recuperan polipéptidos de AARS afadiendo 180 uyl de PBS 1X pH 7,4 a cada pocillo,
pipeteando arriba y abajo 10 veces cuidadosamente, y se transfiere después a un bloque limpio. Esta etapa se repite
hasta producir un volumen total de 360 pl por pocillo y el bloque se almacena a 4 °C. Para polipéptidos de AARS <10
kDa, las muestras replegadas se cargan en una unidad de filtro de centrifuga Amicon Ultra-15 con membrana
Ultracel-3 (Millipore, cat. n.° UFC900308) seguido de la adicién de 10 ml de PBS 1X y centrifugacion a 3.600 g
durante 10-30 minutos hasta que el volumen es menor de 360 pl. Las muestras se recuperan y se afiade PBS 1X a
un volumen final de 360 pl.

Para retirar endotoxinas, se aclara una placa de filtro AcroPrep Advance con membrana Mustang Q (Pall, cat. n.°
8171) con 300 ul de PBS 1X y se centrifuga a 1.000 g durante 5 minutos para retirar el tampén. Los polipéptidos de
AARS (360 pl/pocillo) se afiaden a la placa de filtro y se incuban en un agitador durante 5-10 minutos. La placa se
centrifuga después a 1.000 g durante 5-10 minutos y las fracciones de flujo continuo que contienen los polipéptidos
de AARS se recogen y se almacenan a 4 °C.
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Para cultivos a mayor escala, después de la incubacién de una noche, las muestras replegadas se centrifugan a
10.000 g durante 10 minutos para retirar cualquier agregado insoluble. El sobrenadante se carga en una unidad de
filtro de centrifuga Amicon Ultra-15 y se centrifuga a 3.600 g hasta que el volumen se reduce a 250 pl. Las muestras
se mezclan en 10 ml de PBS 1X y se centrifugan de nuevo a 3.600 g durante 10-30 minutos hasta que el volumen es
de aproximadamente 250 ul. Obsérvese que el pH de PBS 1X se ajusta para coincidir con el pH del tampén de
replegamiento, bien pH 6,0 o pH 8,0. Esta etapa se repite una vez mas, los sobrenadantes se recuperan y se afiade
PBS 1X a un volumen final de 1,5 ml. Para escala de 1 |, las muestras replegadas se dializan frente a PBS 1X
durante una noche en lugar de usar filtracion.

Para retirar endotoxinas, se lava abundantemente una membrana de intercambio aniénico fuerte Sartobind Q 5
(Sartorius, cat. n.° Q5F) con 1 ml de PBS 1X y se hace que los polipéptidos de AARS atraviesen lentamente la
membrana usando una jeringa de plastico. La fraccion de flujo continuo que contiene los polipéptidos de AARS se
recoge en un blogue 96 pocillos profundos que se sella y se almacena a 4 °C.

CARACTERIZACION BIOFISICA: Todos los polipéptidos de AARS purificados se analizan por SDS-PAGE, su
concentracion se determina basandose en Azso y se calcula su coeficiente de extincion (ProtParam en servidor
ExPASYy). Los niveles de endotoxina se miden por el ensayo LAL Cromogénico de criterios de valoracion QCL-1000
(Lonza, cat. n.° 50-648U) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Dispersion de luz dinamica: un instrumento Wyatt Technology DynaPro 99 y el controlador de temperatura (20 °C)
se calientan durante 15 minutos antes del experimento seguido de conexion del software de Dynamics con el
instrumento. El tiempo de adquisicion se establece en 10 segundos para multiples adquisiciones y la potencia del
laser se ajusta al 100 %. La cubeta de cuarzo se lava exhaustivamente con agua desionizada y metanol antes de la
adicion de la muestra de proteinas (15 yl a una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml en PBS). Se retiran las
burbujas de aire golpeando la cubeta suavemente antes de insertarla en el soporte con el lado esmerilado a la
izquierda. Si la intensidad es demasiado alta (se muestra un mensaje de advertencia en la pantalla), la muestra se
diluye adicionalmente con PBS hasta que la intensidad se reduce hasta un intervalo normal. Los datos recogidos
incluyen radio hidrodinamico, polidispersion, peso molecular promedio predicho, porcentaje de intensidad y
porcentaje de masa.

Cromatografia de exclusién por tamafio: la muestra de proteina se diluye hasta una concentracion de
aproximadamente 5-10 mg/ml en PBS antes de cargarse en un asa de muestras de 100 ul en el General Electric
AKTA FPLC. Se usa la columna de exclusion por tamafio Superdex 200 10/300 GL (General Electric, cat. n.° 17-
5175-01) para separacion. La columna se equilibra en primer lugar con 1,5 volimenes de columna (VC) de tampén
de PBS 1X, seguido de inyeccion de muestras. La columna se procesa en 1 VC de tampon de PBS 1x (flujo
isocratico) con control de la absorbancia a 280 nm. El area del pico se integra y el porcentaje se calcula con el
software Unicorn. El volumen de elucion se usa para estimar el peso molecular basandose en la comparacion con
kits de calibracion de filtracion en gel (General Electric, cat. n.° 28-4038-41 y 28-4038-42).

Recuperacién de proteinas tras almacenamiento a alt  a concentracion: se transfieren 10 pl de los polipéptidos
de AARS concentrados hasta = 10 mg/ml usando una unidad de filtro Amicon Ultra-15 (Millipore, cat. n.° UFC901024
0 UFC900324, dependiendo del peso molecular) a un tubo de microcentrifuga limpio. La muestra se almacena a
temperatura ambiente durante una semana seguido de centrifugacién a 16.000 g durante 10 minutos para
sedimentar cualquier precipitado. La concentracion del sobrenadante se determina por un ensayo de proteinas de
Bradford y se compara con la concentracién medida antes de la exposicion de una semana a temperatura ambiente.
La recuperacion se expresa como porcentaje de la concentracion de partida.

Caracterizacién de polipéptidos de AARS por CL-EM: se diluyen polipéptidos de AARS purificados (1 mg/ml) 1:10
en acido férmico 0,1 % y se cargan 0,6 ug de proteina con un automuestreador Dionex en una columna capilar C4.
La columna capilar se prepara cortando 150 mm de tubo de silice fusionado (DO de 0,36 mm por DI de 0,1 mm,
Polymicro Technologies, cat. n.° 2000023). El capilar se extrae en un extremo con un Extractor de Fibra de Laser
Suter Instrument y se corta con un cortador de silice fusionado para generar una punta de 5 um. El capilar se envasa
a la longitud de 75 mm con resina C4 (5 pm, 300 A, Michrom, cat. n.° PM5/64300/00) usando una bomba de presion.
El andlisis de CL-EM se realiza en un espectrometro de masas de trampa i6nica ThermoFisher LTQ acoplado a un
sistema de HPLC Dionex Ultimate3000. El analito se eluye de la columna usando un gradiente de 35 minutos de
acetonitrilo 5-70 % en acido férmico 0,1 % a un caudal de 0,9 pl/min. EI LTQ se opera en un modo de exploracion de
EM completo (300-2.000 m/z) con una tension de pulverizacion de 2,5 kV.

Se almacenan datos de espectrometria de masas en bruto en archivos RAW generados por XCalibur que se ejecuta
en el espectrémetro de masas LTQ XL. Los espectros de EM de los picos principales en el cromatégrafo se analizan
adicionalmente con algoritmo de desconvolucidon de ThermoFisher ProMass para obtener los pesos moleculares del
polipéptido de AARS.
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ANALISIS FUNCIONAL DE POLIPEPTIDOS DE AARS
Perfiles transcripcionales

Antecedentes y relevancia terapéutica:  ademas de técnicas de identificacion de dianas tradicionales, han surgido
recientemente herramientas genémicas como enfoques importantes para ayudar a dilucidar el mecanismo de accion
de polipéptidos de AARS y pueden proporcionar informacién directa sobre la relevancia terapéutica temprano en el
proceso de descubrimiento de farmacos. Para facilitar un entendimiento de la utilidad terapéutica potencial, se
cultivan tipos celulares humanos primarios con polipéptidos de AARS y se evalla el perfil transcripcional en dos
puntos temporales separados después de incubacién con polipéptidos de AARS.

Los tipos celulares elegidos para perfiles de transcripcion se basan en las capacidades pluripotenciales de las
células en cuestion y el potencial para identificar polipéptidos de AARS de valor terapéutico directo. Por ejemplo, las
células madre mesenquimales (MSC) pueden diferenciarse en linajes osteogénico, adipogénico, condrogénico,
miocardico o neuronal cuando se exponen a estimulos especificos, haciéndolas atractivas para el entendimiento de
la relevancia potencial de los polipéptidos de AARS para una amplia serie de tipos celulares y enfermedades.

Ademas de soportar células hematopoyéticas, también puede inducirse que células del estroma de la médula 6sea
se diferencien en células de diferente linaje de tejido conectivo, tal como hueso, cartilago y grasa. El potencial de
células madre mesenquimales humanas (hMSC) para mantener la multipotencialidad y proliferar extensivamente in
vitro proporciona nuevas vias para la terapia basada en células en la restauracion de tejido dafiado o enfermo.
Informes recientes también indican que las HMSC tienen capacidad de cruce de destino celular a través de limites
de capas germinales. Ademas de diferenciarse en multiples linajes del mesodermo, estas células también pueden
diferenciarse en neuronas de origen ectodérmico y células de tipo hepatocitos de origen endodérmico. Durante el
proceso de diferenciacion, estas células pueden modificar los patrones de expresién de ciertos transcritos
especificos de linaje.

En consecuencia la capacidad de polipéptidos de AARS especificos para modular patrones especificos de genes en
HMSC de una manera dependiente del tiempo demuestra que estas proteinas desempefian funciones
potencialmente significativas en una amplia serie de rutas de diferenciacién, asi como enfermedades y trastornos
resultantes de la disfuncién, o el deterioro de estos procesos, o los tipos celulares correspondientes. Ademas los
polipéptidos de AARS con la capacidad de modular la transcripcion génica en MSC tienen una utilidad terapéutica
significativa para permitir la modulacion in vitro o in vivo de hematopoyesis, neurogénesis, miogénesis, osteogénesis
y adipogénesis, asi como en una amplia serie de trastornos y enfermedades, incluyendo por ejemplo respuestas
inflamatorias, autoinmunidad, cancer, degeneracion neuronal, distrofia muscular, osteoporosis y lipodistrofia.

Las células musculares esqueléticas humanas (HSKkMC) pueden experimentar diferenciacion para mostrar
miofilamentos de actina y miosina, y se han usado en el estudio de enfermedades musculares genéticas tales como
hipertermia maligna. Las HSkMC también tienen el potencial de actuar como un injerto cardiaco, reparando el dafio
al coraz6n. Recientemente, se han usado células del musculo esquelético humano cultivadas en experimentos de
microgravedad para estudiar los efectos de ambientes de gravedad baja en el masculo esquelético humano.

En consecuencia la capacidad de polipéptidos de AARS especificos para modular patrones especificos de genes en
HSKMC de una manera dependiente del tiempo demuestra que estas proteinas desempefian funciones
potencialmente significativas en los procesos de miogénesis, asi como enfermedades y trastornos resultantes de la
disfuncion, o el deterioro de estos procesos asi como desarrollo de células musculares o metabolismo. En
consecuencia los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular la transcripcidon génica en células musculares
tienen utilidad terapéutica en una amplia serie de enfermedades incluyendo por ejemplo el tratamiento de
enfermedad metabdlica, caquexia, diversas afecciones de debilitamiento muscular, asi como enfermedades
musculoesqueléticas.

Métodos: la capacidad de polipéptidos de AARS para modular la expresion génica se evalla usando un enfoque de
PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) microfluidico de alto rendimiento (Fluidigm Corporation). (Véase Petriv et
al., (2010) PNAS (doi/10.1073/pnas.1009320107) en Células del Estroma de Médula Osea Humana (HMSC) y
Células del Masculo Esquelético Humano (HSkMC)). En los experimentos indicados en el presente documento, se
obtuvieron HSKMC humanas (Cat n.° 150-05f) y HMSC (Cat n.° 492-05f) de Cell Applications. Se crioconservaron
células HMSC en un segundo pase y pueden cultivarse y propagarse a 10 duplicaciones de poblacion. Aqui se usan
HMSC en el 6° Pase. Se crioconservan células de Musculo Esquelético Humano (HSKkMC) en el segundo pase y
pueden cultivarse y propagarse durante al menos 15 duplicaciones de poblacién. En los experimentos presentados
en el presente documento se usan HSKMC en el pase 6 después de recogida de donante humano normal.

En ambos casos, las células se siembran en placas a 50000 células/ml en 100 ul de volumen de medio de cultivo y
se exponen a polipéptidos de AARS a una concentracion de 250 nM, o como se indica de otro modo posteriormente,
durante 24 horas y 72 horas. Los controles incluyen medio de diferenciacion con un coctel convencional para
promover (1) Adipogénesis, (2) Osteogénesis, (3) Condrogénesis y (4) Formacion de miotubo del musculo
esquelético. Los controles adicionales incluyen pocillos no tratados que contienen solamente medio de cultivo. Se
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procesaron dos pocillos para cada control de Diferenciacion. Controles: todos los medios se prepararon utilizando
DMEM como el medio basal. Se sigui6 la bibliografia convencional y se obtuvo medio de diferenciacion de Cell
Applications. Segun el proveedor, los medios de diferenciacion contenian los siguientes aditivos: céctel de
diferenciacion de mdusculo esquelético: 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-p1.

Se utilizan protocolos convencionales para usar un Kit de Expresion Génica Cells-to-CT™ de ABI (Applied
Biosystems, n.° de Articulo AM1728) TAQMAN® para lisar células y recoger material genémico. Se usa una mezcla
Pre-Amp ABI (Applied Biosystems, n.° de Articulo 4391128) para iniciar la preamplificacién. Se crean cebadores
especificos de genes usando un programa Primer 3 y se obtiene de IDT technologies. Se usaron matrices de perfiles
Fluidigm (n.° de Articulo BMK-M-96.96) para PCR cuantitativa real con reactivos de carga Fluidigm convencionales y
dispositivos de pipeteo. La Tabla E1 a continuaciéon enumera los genes perfilados.

Tabla E1
Lista de genes evaluados en el perfil transcripcion al
Lista Unica
Compilada |refseq nt Nombre completo Sinénimos
casete de union a ATP, subfamilia | ABC-1|ABC1|CERP|FLJ14958|HDLDT1
ABCA1 NM_ 005502 A (ABC1), miembro 1 IMGC164864|MGC 165011|TGD
ACTB NM 001101 actina, beta PS1TP5BP1
ACTG1 NM 001614 actina, gamma 1 ACT|ACTG|DFNA20|DFNA26|
ACVR2B [NM 001106 receptor de activina A, tipo 11B ACTRIIB|ActR-IIBIMGC116908
APOAL NM 000039 apolipoproteina A-I MGC117399
translocador nuclear de receptor
ARNT NM 178427 de aril hidrocarburo HIF-1beta]HIF1B|HIF1BETA|TANGO|bHLHe2
agonista de muerte celular
BAD NM 032989 asociado a BCL2 BBC2|BCL2L8
BCL2 NM_000657 CLL de linfocitos B/linfoma 2 Bcl-2
proteina morfogenética del hueso
BMP2 NM 001200 2 BMP2A
proteina morfogenética del hueso
BMP4 NM 130851 4 BMP2B|BMP2B1|MCOPS6|OFC11] ZYME
receptor 1 de componente de
C3AR1 NM 004054 complemento 3a AZ3B|C3AR|HNFAGQ9
caspasa 3, cisteina peptidasa
CASP3 NM_032991 relacionada con apoptosis CPP32|CPP32B|SCA-1
caveolina 1, proteina de caveolas,
CAV1 NM 001753 22 kDa BSCL3|CGL3|MSTP085|VIP21
cadherina 5, tipo 2 (endotelio
CDH5 NM_001795 vascular) 7B4|CD144|FLJ17376
CASH|CASP8AP1|CLARP|Casper|
regulador de la apoptosis de tipo [FLAME|FLAME-1|FLAMEL1|FLIP| I-FLICE
CFLAR NM 003879 FADD y CASP8 [MRIT|cFLIP| c-FLIPL|c-FLIPR|c-FLIPS
proteina de matriz oligomérica de [EDM1|EPD1|MED|MGC131819| MGC149768|
COMP NM 000095 cartilago PSACH|THBS5
factor estimulante de colonias 1
CSF1 NM 172212 (macro6fagos) MCSF|MGC31930
factor de crecimiento tisular
CTGF NM 001901 conectivo CCN2|HCS24|IGFBP8|MGC102839|NOV?2
catenina (proteina asociada a CTNNB|DKFZp686D02253|FLJ25606|
CTNNB1 |NM 001904 cadherina), beta 1, 88 kDa FLJ37923
activador asociado a dishevelled
DAAM1 NM 014992 de morfogénesis 1 FLJ41657|KIAA0666
ELN NM_ 001081755 |elastina FLJ38671 |FLJ43523|SVAS|WBS|WS
ENO1 NM 001428 enolasa 1, (alfa) ENO1L1|MPB1|NNE|PPH
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proteina de union a acido graso 3,
musculo y corazoén (inhibidor del

FABP3 NM_004102 crecimiento derivado de mama) FABP11 |H-FABP|MDGI|0-FABP
FAK NM 001199649 |quinasa de adhesion focal fakl
factor de crecimiento de
FGF4 NM_002007 fibroblastos 4 HBGF-4|HST|HST-1|HSTF1|K-FGF| KFGF
factor de crecimiento inducido por
c-fos (factor de crecimiento
FIGF NM_004469 endotelial vascular D) VEGF-D|VEGFD
tirosina quinasa relacionada con
fms 1 (receptor de factor de
permeabilidad vascular/factor de
FLT1 NM 002019 crecimiento endotelial vascular) FLT|VEGFR1
FOXAl NM_004496 caja forkhead Al HNF3A|MGC33105|TCF3A
gliceraldehido-3-fosfato
GAPDH NM_002046 deshidrogenasa G3PD|GAPD|MGC88685
GFAP NM_ 002055 proteina &cida fibrilar glial FLJ45472
familia de vehiculo de soluto 2
(transportador de glucosa
SLC2A4 |NM 001042 facilitado), miembro 4 GLUT4
expresado por derivados de
HAND1 NM_004821 corazon y cresta neural 1 Hxt|Thing1|bHLHa27|eHand
factor inducible por hipoxia 1,
subunidad alfa (factor de
transcripcion basico de hélice- HIF-1lalpha|HIF1|HIF1-
HIF1A NM_181054 bucle-hélice) ALFA|IMOP1|PASD8|bHLHe78
HK2 NM_000189 hexoguinasa 2 DKFZp686M1669|HKII[HXK2
HMGB1 NM_002128 caja de grupo de alta movilidad 1 [DKFZp686A04236|HMG1|HMG3|SBP-1
FLJ39654|HNF4|HNF4a7|HNF4a8|HNF4a9|
factor nuclear de hepatocitos 4, HNF4alfa)]MODY|MODY1|NR2A1| NR2A21|
HNF4A NM_178850 alfa TCF|TCF14
hipoxantina
HPRT1 NM_000194 fosforribosiltransferasa 1 HGPRT|HPRT
proteina de choque térmico de 27 |CMT2F|DKFZp586P1322|HMN2B| HS.76067|
HSPB1 NM_001540 kDa 1 HSP27|HSP28|Hsp25|SRP27
molécula de adhesion intracelular
ICAM1 NM_000201 1 BB2|CD54|P3.58
IFNG NM_000619 interferon, gamma IFGJIFI
factor de crecimiento de tipo
IGF1 NM 001111285 |insulina 1 (somatomedina C) IGF-I|IGF1A|IGFI
factor de crecimiento de tipo
IGF2 NM 001127598 |insulina 2 (somatomedina A) C110orf43|FLJ22066|FLJ44734|INSIGF| pp9974
proteina de unién a factor de
IGFBP3 NM_001013398 |crecimiento de tipo insulina 3 BP-531|BP3
proteina de unién a factor de
IGFBP5 NM 000599 crecimiento de tipo insulina 5 IBP5
inhibidor de potenciador de gen de
polipéptido ligero kappa en FLJ33771|FLJ36218|FLJ38368|FLJ40509| IKK-
IKBKB NM_001556 linfocitos B, quinasa beta beta|IKK2|IKKB|JMGC131801| NFKBIKB
CSIFJIL-
IL10 NM_000572 interleucina 10 10]IL10A|MGC126450|MGC126451|TGIF
IL1B NM_000576 interleucina 1, beta IL-1]IL1-BETA|IL1F2
interleucina 3 (factor estimulante  [IL-3|MCGF|MGC79398|MGC79399|MULTI-
IL3 NM_ 000588 de colonias, mdltiple) CSF
IL4 NM_172348 interleucina 4 BCGF-1|BCGF1|BSF1|IL-4|MGC79402
interleucina 5 (factor estimulante
IL5 NM_000879 de colonias, eosinofilos) EDF|IL-5|TRF
IL6R NM 181359 receptor de interleucina 6 CD126]IL-6R-1|IL-6R-alfa]IL6RA| MGC104991
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CXCL8|GCP-1|GCP1|LECT|LUCT| LYNAP]

IL8 NM_ 000584 interleucina 8 MDNCF |[MONAP|NAF|NAP-1|NAP1
integrina, alfa 5 (receptor de
ITGAS NM_002205 fibronectina, polipéptido alfa) CD49e|FNRAJVLASA
receptor de dominio de inserto de
quinasa (una tirosina quinasa
KDR NM_ 002253 receptora de tipo Ill) CD309|FLK1|VEGFR|VEGFR2
LEP NM_ 000230 Leptina FLJ94114|OB|OBS
LPL NM_000237 lipoproteina lipasa HDLCQ11|LIPD
proteina quinasa activada por P38B|P38BETA2|PRKM11|SAPK2|
MAPK11 [NM 002751 mitégeno 11 SAPK2B|p38-2|p38Beta
metalopeptidasa de matriz 1
MMP1 NM 002421 (colagenasa intersticial) CLG|CLGN
CHDS6|MGC126102|MGC126103|
metalopeptidasa de matriz 3 MGC126104|
MMP3 NM_002422 (estromelisina 1, progelatinasa) MMP-3|SL-1|STMY|STMY1|STR1
miosina, cadena pesada 1, MGC133384|MYHSAL1|MYHa |[MyHC-2X/D|
MYH1 NM 005963 musculo esquelético, adulto MyHC-2x
AAT4|DKFZp686D10126| DKFZp686D19237|
miosina, cadena pesada 11, FAA4|FLI35232|MGC126726|MGC32963|
MYH11 NM 022844 musculo liso SMHC|SMMHC
miosina, cadena pesada 7, CMD1S|CMH1|DKFZp451F047| MGC138376|
MYH7 NM 000257 musculo cardiaco, beta MGC138378|MPD1|MYHCB|SPMD| SPMM
MYOD1 NM 002478 diferenciacion miogénica 1 MYF3|MYOD|PUM|bHLHc1
factor nuclear de linfocitos T
activados, citoplasmatico,
NFATC1 [NM_ 172390 dependiente de calcineurina 1 MGC138448|NF-ATCINFAT2|NFATc
factor nuclear de linfocitos T
activados, citoplasmatico,
NFATC2 [NM 173091 dependiente de calcineurina 2 NFAT1|NFATP
factor nuclear de potenciador de |DKFZp686C01211|EBP-1|KBF1| MGC54151]|
gen de polipéptido ligero kappa en | NF-kappa-B|NF p105| NFKB-p50|p105|p50-
NFKB1 NM_003998 linfocitos B 1 kappaB|NFKB-
NOS2 NM_000625 oxido nitrico sintasa 2, inducible  |HEP-NOSJINOS|NOS|NOS2A
NOTCH1 |NM_017617 notch 1 TAN1hN1
subfamilia del receptor nuclear 3,
grupo C, miembro 1 (receptor de
NR3C1 NM_ 001024094 |glucocorticoides) GCCR|GCR|GR|GRL
NRP2 NM 201279 neuropilina 2 MGC126574|NP2|NPN2|PR02714|VEGF165R2
PAX7 NM 013945 caja emparejada 7 FLJ37460|HUP1|PAX7B|RMS2
polipéptido beta de factor de
crecimiento derivado de plaquetas
(homologo de oncogén virico de
PDGFB NM_033016 sarcoma de simio (v-sis)) FLJ12858|PDGF2|SIS|SSV|c-sis
piruvato deshidrogenasa quinasa,
PDK4 NM 002612 isozima 4 FLJ40832
fosfolipasa A2, grupo 1B MGC119834|MGC119835|PLA2|PLA2A|
PLA2G1B [NM 000928 (pancreas) PPLA2
PLIN1 NM 002666 proteina asociada a gota lipidica [perilipina
receptor gamma activado por CIMT1|GLM1|NR1C3|PPARG1|PPARG?2|
PPARG NM_ 138712 proliferador de peroxisoma PPARgamma
QARS NM_005051 glutaminil-ARNt sintetasa GLNRS|PR02195
familia génica del homologo de
RHOA NM_001664 ras, miembro A ARH12|ARHA|RH012]RHOH12
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factor de transcripcion relacionado [AML1|AML1-EVI-1]AMLCR1|CBFA2|EVI-
RUNX1 NM 001754 conrunt 1 1|PEBP2aB
FLJ00280|FLJ00318|FLJ16020|FLJ16733
RXRA NM_002957 receptor retinoide X, alfa IMGC102720|NR2B1
inhibidor de serpina peptidasa,
clado E (nexina, inhibidor de
activador de plasmindgeno tipo 1),
SERPINE1[NM 001165413 |miembro 1 PAI|PAI-1|PAI1|PLANH1
JV18|JV18-1|MADH2|MADR2|MGC22139]
SMAD2 NM 005901 miembro de la familia de SMAD 2 [MGC34440|hMAD-2|hSMAD2
SMAD4 NM 005359 miembro de la familia de SMAD 4 [DPC4|JIPJ]MADH4
transcriptasa inversa de
TERT NM_198255 telomerasa EST2|TCS1 |TP2|TRTIhEST2
factor de crecimiento
TGFB1 NM_000660 transformante, beta 1 CED|DPD1|LAP|TGFB|TGFbeta
factor de crecimiento
TGFB3 NM 003239 transformante, beta 3 ARVDI|FLJ16571|TGF-beta3
THBS4 NM 003248 trombospondina 4 TSP4
TNF NM_000594 factor de necrosis tumoral DIF|TNF-alfa] TNFA|JTNFSF2
M40|MGC117247|MGC16435|OK/SW-
TUBB NM 178014 tubulina, beta c1.56|TUBB1|TUBB5
TUBB1 NM 030773 tubulina, beta 1 isoforma de tubulina beta (1)
TUBS1 NM_001070 tubulina, gamma 1 GCP-1|TUBG|TUBGCP1
molécula de adhesion de células |CD106|DKTZp779G2333|INCAM-100|
VCAM1 NM_080682 vasculares 1 MGC99561
factor de crecimiento endotelial
VEGFA NM 003376 vascular A MGC70609|MVCD1|VEGF|VPF
VIM NM_003380 vimentina FLJ36605
proteina 1 de ruta de sefializacion
WISP1 NM_080838 inducible por WNT1 CCN4|WISP1c|WISP1i|WISP1tc
familia de sitio de integracion de
WNT1 NM_005430 MMTYV tipo wingless, miembro 1 |INT1

Andlisis bioinformatico: se convierten datos recuperados en formato .csv de la maquina Biomark de Fluidigm a un
formato tabular que incluye informacion de muestra, ARNm y repeticién junto con el valor de fluorescencia en bruto.
Las reacciones de PCR que fracasan se marcan como ausentes. Se combinaron experimentos multiples después de
normalizar con respecto a expresion total de especies de ARNm. Toda la expresion de ARNm medida se filtra
basandose en el requisito de deteccion en al menos 2 de todos los replicados bioldégicos ensayados. Se evalud la
media de desviacion técnica, biolégica y de conjunto en conjuntos de datos completos.

Para analisis de datos se normalizan en primer lugar los valores de Ct para todos los genes de interés con respecto
a los valores de Ct promedio para genes constitutivos a partir de la muestra correspondiente para obtener valores de
ACt (ACt = Ct del gen — Ct de genes constitutivos promedio). Después se normalizan los genes de cada muestra con
respecto al mismo gen en control no tratado para obtener valores de AACt (AACt = ACt de muestra de control - ACt
de muestra tratada).

Para obtener valores de factor de cambio se someten 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*AACt)).

Ensayos de proliferacion celular (ensayos A1-Al1 en las tablas de datos posteriores)

Antecedentes y relevancia terapéutica: la capacidad de modular la tasa de proliferacién celular y apoptosis de

diferentes tipos celulares representa una propiedad fundamental de muchos compuestos terapéuticos, y es
directamente relevante para el tratamiento y prevencion de una amplia serie de enfermedades y trastornos.

En consecuencia los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular la tasa de proliferacion celular y/o
apoptosis tienen utilidad terapéutica significativa en una amplia serie de enfermedades incluyendo, como factores de
crecimiento, y factores de diferenciacion para células madre, y en regimenes de tratamiento para potenciar o
suprimir la proliferacion de tipos celulares especificos de interés in vivo o in vitro, incluyendo por ejemplo células
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hematopoyéticas, células inmunomoduladoras, cancer y para el tratamiento y prevencién de enfermedades
asociadas con envejecimiento, incluyendo por ejemplo neurodegeneracion, neuropatia periférica y pérdida de tono
muscular y de tejido blando.

Métodos: se evallan los efectos de los polipéptidos de AARS en la proliferacién celular usando uno o mas de los
métodos enumerados posteriormente, y como se elabora méas especificamente en los métodos posteriores.

Hoechst 33432. Se realizan recuentos celulares convencionales para evaluar la proliferacion usando Hoechst
33432, que es una contratincién nuclear permeante celular que emite fluorescencia azul cuando se une a ADNbc.
Esta disponible como una solucién (Invitrogen Cat n.° H-3570) que se usa a una concentracion final de 1 ug/ml en
medio o PBS. Las células se cultivan en placas de 96 pocillos en presencia de polipéptidos de AARS durante un
tiempo de crecimiento convencional de 48 horas, o0 méas tiempo dependiendo del tipo celular y como se describe en
los ejemplos posteriores.

ATP-lite. Los niveles de ATP celulares se correlacionan con salud celular y pueden determinarse facilmente usando
diversos kits disponibles en el mercado. ATP-lite (Perkin-Elmer, Cat n.° 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 v:v 1:1 con células cultivadas. Las placas se incuban durante 5 minutos para promover la lisis y las placas
se miden usando un lector de placas luminiscente. Las células se cultivan en placas de 96 pocillos en presencia de
polipéptidos de AARS durante un tiempo de crecimiento convencional de 48 horas, o mas dependiendo del tipo
celular y como se describe en los ejemplos posteriores.

ALAMARBLUE® (Resazurina) es un indicador de viabilidad celular que se basa en el estado redox de las células.
Resazurina, el principio activo, es un compuesto permeable a células, no toxico, que es de color azul y
practicamente no fluorescente cuando esta presente en su forma oxidada. Sin embargo tras entrar en células viables
normales, la resazurina se reduce rapidamente a resorufina, que produce una sefial de fluorescencia roja. Las
células viables convierten continuamente resazurina en resorufina, generando de este modo una medida cuantitativa
de viabilidad y citotoxicidad. La falta de toxicidad permite exposicién a largo plazo de células a resazurina sin
impacto negativo; se ha descubierto que las células que han crecido en presencia de resazurina producen nimeros
similares de células viables a las células de control, como se determina por analisis citométrico de flujo.

Se realizan mediciones afiadiendo una solucion de Resazurina/ALAMARBLUE® a células, incubandolas durante 1-4
horas y leyendo la fluorescencia o absorbancia. La cantidad de fluorescencia o absorbancia es proporcional al
numero de células vivas y corresponde a la actividad metabdlica de las células. Las células dafiadas y no viables
tienen actividad metabdlica innata menor y generan por lo tanto una sefial proporcionalmente menor que las células
sanas. Después de incubacién con ALAMARBLUE®, las muestras pueden medirse facilmente en instrumentacion de
fluorescencia y absorbancia. Para lecturas de fluorescencia se usan ajustes de filtro de excitacion a 530 nm y
emisién a 590 nm.

Las células se cultivan en placas de 96 pocillos en presencia de polipéptidos de AARS durante un tiempo de cultivo
convencional de 48 horas 0 mas dependiendo del tipo celular y como se describe en los ejemplos posteriores.

Captacion de LDL acetilado en células hepatociticas humanas HepG2C3a. (Ensayo B1 en las tablas de datos
posteriores)

Antecedentes y relevancia terapéutica:  LDL es el principal vehiculo de colesterol en la sangre, representando mas
del 60 % del colesterol en plasma. En seres humanos, el receptor de LDL hepético es responsable de eliminar
aproximadamente el 70 % de la LDL en plasma de la circulacién. La LDL internalizada se degrada a colesterol libre y
aminoécidos en el lisosoma.

El higado es el 6rgano mas importante para catabolismo de LDL y actividad receptora de LDL en seres humanos. La
LDL que no esta internalizada y permanece en circulacién puede transportarse por células endoteliales a la pared
vascular, dando como resultado la formaciéon de placas ateroscleréticas. La LDL en circulacion también puede
captarse por macrofagos y esto también puede contribuir a la formacion de placas. Se cree que el aumento de la
captacion de LDL en tejido hepatico es beneficioso para la salud humana y el hallazgo de productos 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 polipéptidos de AARS
pueden regular la captacién de LDL acetilada, se emplea un ensayo convencional para medir la captacion de LDL
acetilada en células HepG2C3a.

En consecuencia los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular la captacion de LDL tienen utilidad
terapéutica significativa en una amplia serie de enfermedades incluyendo por ejemplo el tratamiento de
hipercolesteremia, hiperlipidemia, diabetes de tipo 1 y 2, sindrome metabdlico y enfermedades vasculares
incluyendo aterosclerosis.

Métodos: se mantienen células HEPG2C3a (ATCC n.° CRL-10741) en medio Esencial Minimo de Eagle (EMEM)
complementado con FBS 10 % (HyClone Cat n.° SH30910.03), penicilina 50 u/ml/estreptomicina 50 pg/mi
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(Invitrogen) en 15 ml de medio en matraces de 75 ml. Las células se cultivan a 37 °C, CO2 5 %, en un ambiente
humidificado y se utilizan en campanas de cultivo tisular certificadas para BSL2 usando técnica estéril y equipo de
proteccion individual apropiado incluyendo gafas, guantes y batas de laboratorio. HEPG2C3a expresa el receptor de
LDL y son competentes para captacion de LDL acetilada cuando se cultivan en placas recubiertas con colageno de
fondo transparente. Se siembra un volumen de 100 pl de células en placas recubiertas con colageno (Invitrogen Cat
n.° A11428) durante una noche en medio completo (véase anteriormente) a una densidad celular de 50.000
células/ml. Las células se lavan una vez con PBS (Invitrogen Cat n.° 10010) y se afiaden 80 ul de EMEM sin suero a
cada pocillo. Se afaden polipéptidos de AARS a una concentracion final de 250 nM por pocillo en un volumen
uniforme en PBS estéril a cada pocillo. Se coloca un polipéptido de AARS Unico en cada pocillo. Las células se
privan de suero y se exponen a los polipéptidos de AARS durante 16 horas. Después de la incubacion de 16 horas,
el sobrenadante se recoge y se mide ICAM soluble usando un kit de ELISA convencional de RND Systems (Cat n.°
DY643), y se aflade medio sin suero complementado con ac-LDL 5 pg/ml (Alexa Fluor 488 marcado Cat n.° L23380,
Invitrogen) a cada pocillo. Después de una incubacion de 2 horas a 37 °C con CO2 5 %, las células se lavan dos
veces con PBS estéril antes de afiadirse 100 yl de PBS a cada pocillo para cuantificacion. Las placas se analizaron
con respecto a intensidad de fluorescencia total usando una lectura inferior en un lector de placas fluorescente Victor
X5 (Perkin Elmer) a una longitud de onda de excitacién centrada alrededor de 485 nm, y una longitud de onda de
emision centrada alrededor de 535 nm. Las células se tifien con colorante Hoechst y se lee la intensidad
fluorescente con Excitacion a 405 nm/Emisién a 450 nm para confirmar que el nimero de células total es uniforme
en toda la placa.

REGULACION DE ESTALLIDO OXIDATIVO DE NEUTROFILOS HUMANOS Y PROD UCCION DE ELASTASA
(ENSAYOS C1-C3 EN LAS TABLAS DE DATOS POSTERIORES)

ESTALLIDO OXIDATIVO DE NEUTROFILOS

Antecedentes y relevancia terapéutica:  la fagocitosis por neutréfilos polimorfonucleares y monocitos constituye
una rama esencial de la defensa del hospedador contra infecciones por microorganismos incluyendo bacterias y
hongos. El proceso fagocitico puede separarse en varios estadios principales: quimiotaxis (migracion de fagocitos a
sitios inflamatorios), unién de particulas con la superficie celular de fagocitos, ingesta (fagocitosis) y destruccién
intracelular por mecanismos dependientes de oxigeno (estallido oxidativo) e independientes de oxigeno. Se observa
actividad de estallido reducida o ausente en defectos innatos como la enfermedad granulomatosa crénica (CGD).
CGD es un grupo heterogéneo de trastornos heredados que habitualmente se manifiesta durante los primeros dos
afios de vida. La enfermedad se caracteriza por infecciones repetidas y con peligro para la vida provocadas por
organismos bacterianos y fangicos. Estas infecciones normalmente consisten en neumonia, linfadenitis o abscesos
que implican ganglios linfaticos, pulmones e higado. La NADPH oxidasa es el sistema enzimatico responsable de
producir aniéon superdxido, que se convierte rapidamente en peréxido de hidrégeno y radicales de hidroxilo. Las
anomalias en los péptidos constituyentes del sistema de enzima NADPH oxidasa conducen a las disfunciones
caracteristicas de CGD. Los neutréfilos de pacientes con CGD no consiguen producir un estallido oxidativo
significativo después de la estimulacion. Se describen diferentes formas de CGD (CGD ligada a X clasica y patrones
recesivos autosémicos). El estallido oxidativo de granulocitos esta alterado en trasplante, estadios tardios de
infeccion por VIH y en los ancianos, haciendo a estas poblaciones mas susceptibles de infeccion secundaria y
empeoramientos de enfermedad inflamatoria. Diversos inmunomoduladores (por ejemplo, citocinas (GM-CSF, G-
CSF, TNF) o farmacos) también parecen tener efectos en el estallido oxidativo. Existe potencial para proteinas con
capacidad de regular positivamente o regular negativamente el estallido oxidativo de una manera terapéutica para
gue sea Util para diversas patologias diferentes.

Métodos: El ligando de proteina quinasa C forbol 12-miristato-13-acetato (PMA) puede utilizarse en este ensayo
como un agonista del proceso de estallido oxidativo. La sangre completa heparinizada se mezcla con dextrano
estéril (concentracion final de 0,6 %) durante 1 hora y se permite que se separen en capas. La capa inferior contiene
neutrofilos, monocitos y globulos rojos. Se utiliza una etapa de lisis por cloruro de amonio para retirar todos los RBC
y permanece una poblacion pura al 97 % de neutréfilos con aproximadamente 3 % de contaminacién de monocitos
después de la etapa de lisis. Tras estimulacion, los granulocitos y monocitos producen metabolitos de oxigeno
reactivos (anion superoxido, peroxido de hidrogeno, acido hipocloroso) que destruyen bacterias dentro del
fagosoma. La formacién de los oxidantes reactivos durante el estallido oxidativo puede supervisarse por la adicion y
oxidacion de Amplex Red. Se analiza después el porcentaje de células que tienen radicales de oxigeno reactivos
producidos asi como su intensidad de fluorescencia media usando un lector de placas fluorescente. El ciclo temporal
tipico para esta reaccion es de 10 minutos, viéndose un estallido evidente a los 2 minutos y viéndose un descenso
de la sefial a los 20 minutos. Este ensayo puede procesarse en modo agonista en ausencia de PMA o en modo
antagonista, con administracion simultanea de polipéptidos de AARS y PMA a una concentracidon que esta por
debajo de la CE50 para este compuesto.

REGULACION DE PRODUCCION DE ELASTASA POR 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 amplia serie de enfermedades humanas, incluyendo
trastornos inflamatorios del pulmén y el sistema cardiovascular. Aunque su papel fisiolégico clave esta en la defensa
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innata del hospedador, también puede participar en la remodelacion tisular y poseer acciones secretagogas que se
reconocen ahora como importantes para sefiales inflamatorias locales. La actividad elastasa de neutréfilos se ha
implicado en el desarrollo de enfisema durante varias décadas, sin embargo solamente en momentos relativamente
recientes se ha atribuido una fracciéon patdégena a esta serina proteinasa en situaciones en las que se produce
deposicion de matriz extracelular excesiva. El uso de modelos animales manipulados genéticamente esta
comenzando a descubrir los modos potenciales en los que sus acciones podrian influir en la reparacion de pulmén
fibrético. Las pruebas emergentes sugieren que la implicacion de rutas celulares con efectos mas directos en la
generacién de mediadores fibrogenéticos y sintesis de colageno parece sustentar las acciones de la elastasa de
neutrofilos en la promocion de la acumulacidon de matriz en el pulmon. La elastasa de neutrofilos humanos también
esta presente dentro de placas ateroscleréticas donde contribuye a la degradacién de la matriz y el debilitamiento de
la pared de los vasos asociados con las complicaciones de la formacién de aneurisma y rotura de placas. Se une por
otras proteasas extracelulares en estas acciones pero la amplia serie de sustratos y potencias de esta enzima
acoplada con la actividad asociada con desgranulacion de neutréfilos destaca esta proteasa disruptiva como diana
terapéutica en la enfermedad aterosclerética.

Métodos: este ensayo usa el Kit de Ensayo de Elastasa ENZCHEK® (Invitrogen Catalog n.° E-12056). Se preparan
neutrofilos de sangre humana nueva usando una soluciéon de dextrano al 6 % y se lisan gloébulos rojos antes de
sembrar células en medio RPMI (el medio deberia estar no complementado sin suero, sin antibiéticos). Se prepara
una solucién de reserva de 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
tampon de reaccion 1X diluyendo 6 ml del tampdn de reaccién 10X en 54 ml de dH20. Se prepara una solucién de
trabajo de 100 pg/ml del sustrato de elastina DQ diluyendo la solucién de reserva de elastina DQ diez veces en
Tampodn de Reaccién 1X. Se prepara solucion de reserva de elastasa pancreatica porcina preparando una solucion
de reserva 100 U/ml en dH20. Para ensayar con respecto a actividad de elastasa, se pipetean 50 ul de tampén de
reaccion 1X en cada pocillo de ensayo que contiene 500.000 neutréfilos/ml en un volumen de 30 pl. Se afiaden 8 pl
de cada polipéptido de AARS por pocillo, y la muestra se incuba durante 20 minutos a 37 °C. Se afiaden 50 ul de
solucion de trabajo de elastina DQ 100 ug/ml a cada pocillo y se mezclan. Las muestras se incuban a temperatura
ambiente, protegidas de la luz, durante 30 minutos. La intensidad de fluorescencia en un lector de microplacas de
fluorescencia equipado con filtros de fluoresceina convencionales (ex 485/Em 535) puede medirse sobre multiples
puntos temporales.

UNION A RECEPTORES DE TIPO TOLL Y ACTIVACION DE NFKB (ENSAYOS D1-D4 EN LAS TABLAS DE
DATOS POSTERIORES)

Antecedentes y relevancia terapéutica:  los macréfagos son agentes importantes en el sistema inmunitario innato y
expresan un gran repertorio de clases diferentes de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), incluyendo la
familia de receptores de tipo Toll (TLR) que son reguladores y controladores potentes de la respuesta inmunitaria.

La estimulacién de TLR por patégenos microbianos y ligandos enddgenos inicia cascadas de sefializacion que
inducen la secrecion de citocinas proinflamatorias y citocinas efectoras que dirigen respuestas inmunitarias
adaptativas corriente abajo. Ligandos enddgenos, asi como componentes microbianos, son reconocidos por y
pueden activar TLR, planteando la posibilidad de que estos receptores puedan ser dianas criticas para el desarrollo
de nuevas terapias para multiples enfermedades.

En consecuencia los polipéptidos de AARS que modulan la actividad del receptor de TLR tienen utilidad terapéutica
en una amplia serie de enfermedades y trastornos incluyendo por ejemplo enfermedades y trastornos inflamatorios,
enfermedades autoinmunitarias, trasplante de tejidos/rechazo de drganos, prevencién o tratamiento de cancer, la
modulacion de la hematopoyesis e infecciéon.

Mediciéon de la activacion de TLR en células RAW BLU E

Los macréfagos de ratén comercializados con la marca comercial células RAW-BLUE™ (Invivogen, codigo de
Catalogo: raw-sp) expresan todos los TLR excepto TLR5 e incluyen un gen de fosfatasa alcalina embrionaria
secretada (SEAP) que es inducible por factores de transcripcion NF-kB y AP-1. Tras la estimulaciéon de TLR, las
células RAW-BLUE™ activan NF-kB y/o AP-1 lo que conduce a la secrecién de SEAP que es medible cuando se
usa el medio de deteccion de SEAP.

Métodos: las células RAW-BLUE™ se lavan dos veces con PBS, se tripsinizan y se resuspenden en medio de
cultivo nuevo (medio de cultivo: DMEM, glucosa 4,5 g/l, suero bovino fetal inactivado por calor 10 % (30 minutos a
56 °C), ZEOCIN™ 100 mg/ml, L-glutamina 2 mM). Las células se siembran a una concentracién de 50.000
células/pocillo en una placa de 96 pocillos en un volumen total de 100 pl y se afiaden polipéptidos de AARS,
controles o polipéptidos de AARS (+LPS) a cada pocillo a las concentraciones mostradas en los experimentos
perfilados posteriormente. Las células se incuban a 37 °C en un incubador de CO2 5 % durante 18 horas. El dia
experimental 2, se prepara medio de deteccion de SEAP (QUANTI-BLUE™) (Invivogen cédigo de Catalogo: rep-
gbl) siguiendo las instrucciones y se afiaden 120 pl por pocillo a una placa de 96 pocillos de fondo plano
transparente, y se afiade sobrenadante celular (20 ul). Las muestras se incuban a 37 °C durante aproximadamente
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30 minutos hasta 2 horas. Se determinan los niveles de SEAP usando un espectrofotometro y se lee la absorbancia
a 650 nm.

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

Exploracion de TLR humanos en células Hek293

Las células HEK293 humanas estan modificadas genéticamente y se comercializan con la marca comercial células
TLR HEK-Blue™ (Invivogen). Las versiones TLR2 y TLR4 de este tipo de células expresan selectivamente todos los
TLR2 o TLR4 e incluyen un gen indicador de fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) bajo el control de un
promotor minimo de IFN-beta que se fusiona con cinco sitios de unién a factores de transcripcion de NF-kB y AP-1.
Con el uso de agonistas de TLR2 o 4 especificos (respectivamente), las células HEK-BLUE™ TLR2 y HEK-BLUE™
TLR4 activan NF-kB y/o AP-1 lo que conduce a la secrecion de SEAP, que puede medirse 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 sensibilidad de TLR2 y mejorar la calidad de la sefial. La célula parental 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 cultivo nuevo (medio de cultivo: DMEM, glucosa 4,5 g/l, suero bovino fetal inactivado por
calor al 10 % (30 minutos a 56 °C), ZEOCIN™ 100 mg/ml, L-glutamina 2 mM). Las células se siembran a una
concentracién de 50.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos en un volumen total de 100 ul, y se afiaden
polipéptidos de AARS, controles o polipéptidos de AARS (+LPS) a cada pocillo a las concentraciones mostradas en
los experimentos perfilados posteriormente. Las células se incuban a 37 °C en un incubador de CO25 % durante 18
horas. El dia experimental 2, se prepara medio de deteccion de SEAP (QUANTI-BLUE™) (Invivogen cédigo de
Catélogo: rep-gbl) siguiendo las instrucciones y se afiaden 120 pl por pocillo a una placa de 96 pocillos de fondo
plano transparente y se aflade sobrenadante celular (20 ul). Las muestras se incuban a 37°C durante
aproximadamente 30 minutos hasta 2 horas. Se determinan los niveles de SEAP usando un espectrofotometro y
leyendo la absorbancia a 650 nm. Se pretratan pocillos de control con PBS y agonistas de TLR conocidos tales
como LPS UltraPure (TLR-4) o PAM3CSK4 (TLR-2). La relacién del [PBS mas sefial de LPS] menos el fondo con
respecto a [polipéptido de AARS mas sefial de LPS] se usa para determinar el porcentaje de agonismo.

LIBERACION DE CITOCINAS (ENSAYOS E1-E17 EN LAS TABLAS DE DATOS P OSTERIORES)

Antecedentes y relevancia terapéutica: Las citocinas son un conjunto diverso de moléculas proteicas de
sefializacion celular pequefias que se usan extensivamente para comunicacion intercelular, y desempefian funciones
significativas en la homeostasis corporal normal, incluyendo inmunomodulacién y regulaciéon. En consecuencia los
polipéptidos de AARS que modulan la liberacién, o las actividades biolégicas de citocinas, tienen utilidad terapéutica
en una amplia serie de enfermedades y trastornos incluyendo por ejemplo enfermedades y trastornos inflamatorios,
enfermedades autoinmunitarias, trasplante de tejidos/rechazo de 6rganos, prevencion o tratamiento del cancer, la
modulacion de la hematopoyesis e infecciéon.

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 cultivo. Las células se tratan con polipéptido de AARS (a las concentraciones
mostradas en los ejemplos posteriores) o un volumen igual de PBS y se incuban durante una noche a 37 °C con CO2
5 %. Después del tratamiento celular, las muestras se centrifugan a 4 °C en una centrifuga de cubo oscilante a 2.000
x g durante 5 minutos. El medio se retira cuidadosamente para no alterar el sedimento celular y se transfiere a un
nuevo tubo. Las muestras se ensayan inmediatamente o se congelan de forma instantanea en nitrégeno liquido para
analisis posterior. Se determina 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) usando kits disponibles en el
mercado (R & D Systems, Inc., MN, Estados Unidos) o mediante una organizacion de investigacion contractual (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 convencionales. Se usa sangre el mismo dia que se recoge para asegurar una salud celular adecuada.
La sangre se mezcla suavemente y se siembra en un volumen de 100 pl en placas de fondo en V de policarbonato
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de 96 pocillos. Se afiaden polipéptidos de AARS y se mezclan lentamente en sangre 2X usando un conjunto de
pipetas multicanal en 50 ul. Se usan puntas de filtro para toda la experimentacion y se usa EPI completo. Toda la
experimentacion se produce en una campana de bioseguridad dedicada que es adecuada para experimentacion con
sangre humana. La sangre se incuba durante una noche a 37 °C con CO:2 5 %. Después del tratamiento celular, las
muestras se centrifugan en una centrifuga de cubo oscilante a 2.000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante se
recoge para ELISA de citocinas. Se realizan ELISA como se ha descrito previamente.

Liberacién de citocinas de células THP y HL60

Métodos . Se cultivan células THP1 y HL60 en RPMI-1640 + FBS 10 % y se siembran en placas a 1x10° células/ml
en placas de 96 pocillos. Las células se tratan durante 48 horas con polipéptidos de AARs a una concentracion de
250 nM a no ser que se indique de otro modo. Se considera normalmente que estos dos tipos de células son de tipo
monocito o de tipo macrofago y tienen muchos marcadores que sugeririan que son de linaje mieloide. En
consecuencia, estas células producen una amplia diversidad de citocinas en respuesta a diversos estimulos
biolégicos y se usan con frecuencia para buscar respuestas inflamatorias y antiinflamatorias in vitro. Se determina la
liberacion de citocinas (incluyendo las citocinas MIF, IL-8, IL-10, Serpina E1, GM-CSF, GRO, IL-1 alfa, IL-1beta, IL-1
ra, IL-6, MCP-1, MIP-1, RANTES y TNF-alfa) usando kits disponibles en el mercado (R&D Systems, Inc, MN,
Estados Unidos) o mediante una organizacién de investigacion por contrato (MD Biosciences (St. Paul, MN).

Liberacién de citocinas de PBMC

Métodos: Para aislar células mononucleares de sangre periférica se superpone suavemente sangre completa
humana recién aislada sobre HISTOPAQUE®-1077 de Sigma a una relacion de 1:1 en tubos cénicos de 50 ml a
temperatura ambiente. Se centrifugan muestras en capas a 400 x g en una centrifuga clinica de cubo 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 después mediante pipeta. Estas células mononucleares de sangre periférica se lavan
dos veces con RPMI-1640 (Invitrogen n.° 22400-105) por dilucién y centrifugacion durante 10 minutos a 250 x g. Las
PBMC lavadas se resuspendieron en RPMI-1640 + FBS 10 % y se sembraron a 1x10° células/ml.

Liberacién de citocinas de sinoviocitos humanos

Antecedentes y relevancia terapéutica: Un gran ndmero de estudios han demostrado que IL-6 e IL-8 se
sobreproducen en varias enfermedades, y por tanto pueden desempefiar un papel fundamental en la patogénesis de
enfermedad inflamatoria. IL-6 activa la produccién de células endoteliales, lo que conduce a la liberacién de IL-8 y
proteina quimioatrayente de monocitos, expresién de moléculas de adhesion y reclutamiento de leucocitos a sitios
inflamatorios. Estas citocinas se expresan en tipos celulares asociados con enfermedad inflamatoria, incluyendo
células implicadas en la patogénesis de artritis juvenil sistémica, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Crohn
y artritis reumatoide. Una de las acciones sistémicas mas importantes de la produccién de citocinas es la induccion
de la respuesta de fase aguda. Las proteinas de fase aguda principalmente por el higado e incluyen proteinas que
promueven la respuesta inmunitaria a través de la activacion del complemento, induccién de citocinas
proinflamatorias y estimulacién de quimiotaxis de neutréfilos. Como alternativa, la respuesta de fase aguda puede
ser Util, y proteinas de fase aguda, tales como antagonistas de proteinasa, opsoninas y procoagulantes, ayudan a
limitar la destruccion tisular resolviendo inflamacion. En particular, IL-6 puede estimular la proliferacion de
sinoviocitos y activacion de osteoclastos, lo que conduce a formacién de pannus sinovial y reparacion. IL-6 actda
con IL-1 para aumentar la produccion de metaloproteinasas de la matriz, lo que puede contribuir a la destruccion de
articulaciones y cartilagos. Sin embargo, IL-6 también puede tener efectos protectores en la articulacién, como
sugiere el hallazgo de que esta citocina induce la expresion del inhibidor tisular de metaloproteinasa y estimula la
sintesis de proteoglucanos cuando se inyecta en las articulaciones de ratones con artritis inducida por antigenos. Se
aislan sinoviocitos de tipo fibroblasto humano-artritis reumatoide (HFLS-RA) de tejidos sinoviales obtenidos de
pacientes con artritis reumatoide (AR). Se crioconservan en segundo pase y pueden cultivarse y propagarse al
menos 5 duplicaciones de poblacion. Los HFLS se han conocido durante mucho tiempo por su papel en la
destruccion de articulaciones produciendo citocinas y metaloproteinasas que contribuyen a la degradacion de
cartilagos.

En consecuencia los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular el crecimiento, la diferenciacién o el perfil
de liberacion de citocinas de sinoviocitos de tipo fibroblastos-artritis reumatoide (HFLS-RA) tienen utilidad
terapéutica en una amplia serie de enfermedades, incluyendo, por ejemplo, el tratamiento de enfermedades y
trastornos inflamatorios Incluyendo artritis juvenil sistémica, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Crohn y
artritis reumatoide.

Métodos: se mantienen células adultas, HFLS-RA (Cell Applications Cat n.° 408RA-05a), en medio de cultivo de
sinoviocitos (Cell Applications Cat n.° 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, CO2 5 %, en un ambiente humidificado y se utilizan en campanas de cultivo
tisular certificadas para BSL2 usando técnica estéril y equipo de proteccion individual apropiado incluyendo gafas,
guantes y batas de laboratorio. Se siembra un volumen de 80 pl de células en placa durante una noche en medio de
cultivo a una densidad celular de aproximadamente 50.000 células/ml. Se afiaden polipéptidos de AARS a una
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concentracion final de 250 nM por pocillo (o como se indica de otro modo en los ejemplos posteriores) en PBS estéril
a cada pocillo después de adherencia durante una noche. Los pocillos de control contienen células no tratadas y se
incuban con un volumen equivalente de PBS. Las células se exponen a proteinas o PBS en medio basal (Cell
Applications Cat n.° 310-470) durante 24 horas. El sobrenadante se retira y se procesan ensayos de ELISA de IL-8,
IL-6 y TNFa de acuerdo con las instrucciones del fabricante (RND Systems, Cat n.° DY206 y DY-208, kits Duo-set
DY-210). La proliferacion se evalGa con resazurina como se ha descrito previamente afiadiendo medio nuevo que
contiene resazurina a placas después de retirar el sobrenadante e incubando durante tres horas a 37 °C. Las placas
se leen en un lector de placas fluorescentes y se expresa viabilidad/proliferacion en funcion de la fluorescencia
asociada a resorufina de pocillos tratados con polipéptido de AARS dividida por fluorescencia asociada a resorufina
de pocillos tratados solamente con PBS.

Proliferacién de astrocitos humanos y produccion de citocinas inflamatorias

Antecedentes y relevancia terapéutica: Se derivan astrocitos humanos (AH) de corteza cerebral humana. Se
crioconservan en el segundo pase y pueden cultivarse y propagarse 10 duplicaciones de poblacion. Los AH son las
células mas abundantes en el sistema nervioso central y realizan muchas funciones tales como provisién de apoyo
mecanico y nutrientes a neuronas, y retirada de residuos de neuronas. Ademas de desempefiar un papel de apoyo
clinico para el funcionamiento neuronal 6ptimo, también proporcionan soporte bioquimico de células endoteliales
que forman la barrera hematoencefélica. Estudios recientes han mostrado que los astrocitos son capaces de regular
la neurogénesis instruyendo a las células madre para que adopten un destino neuronal y controlando la funcién de
sinapsis individuales, participan activamente en la transferencia y almacenamiento de informacion en el cerebro.
Estd aumentando el reconocimiento de la importancia de los astrocitos en el funcionamiento del sistema nervioso,
AH pueden actuar como modelo in vitro Gtil para explorar la diversidad de funciones de los astrocitos. Se ha
mostrado que los astrocitos proliferan en respuesta a IL6 y TNFalfa. Ademas, estas células son capaces de realizar
sus propios IL6 y TNFalfa. Por tanto, los polipéptidos de AARS que modulan la proliferacién y produccién de
citocinas en AH tienen utilidad terapéutica en diversas enfermedades neurolégicas incluyendo neuroinflamacion,
neurodegeneracion, tumorigénesis del cerebro e isquemia y reparacion cerebral.

Métodos: Se mantienen astrocitos humanos (AH) de Cell Applications (Cat n.° 882K-05f) en medio de cultivo celular
de AH Cell Applications (Cat n.° 821-500) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se mantienen
a 37 °C, CO2 5 %, en un ambiente humidificado y se utilizan en campanas de cultivo tisular certificadas para BSL2
usando técnica estéril y equipo de proteccion individual adecuado, incluyendo gafas, guantes y batas de laboratorio.
Se siembra un volumen de 80 ul de células en placas recubiertas con colageno durante una noche en medio
completo (véase anteriormente) a una densidad celular de 50.000 células/ml. Las células se lavan una vez con PBS
y se afiaden 80 ul de medio de cultivo sin suero a cada pocillo. Se afiaden polipéptidos de AARS a una
concentracion final de 250 nM por pocillo (o como se describe de otro modo en los ejemplos posteriores) en un
volumen uniforme en PBS estéril a cada pocillo. Las células se exponen a polipéptidos de AARS durante 48 horas y
se retira el medio gastado para evaluacion de citocinas (como se ha descrito previamente). Las células se exponen a
proteinas o PBS en medio basal (Cell Applications Cat n.° 310-470) durante 48 horas. El sobrenadante se retira y se
realizan ensayos de ELISA de IL-8 e IL-6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (RND Systems, Cat n.°
DY206 y DY-208, kits Duo-set DY-210). Se evalla la proliferacion con resazurina como se ha descrito previamente
afiadiendo medio nuevo que contiene resazurina a placas después de retirar el sobrenadante e incubando durante
tres horas a 37 °C. Las placas se leen en un lector de placas fluorescente y se expresa la viabilidad/proliferacion en
funciéon de la fluorescencia asociada a resorufina de pocillos tratados con polipéptido de AARS dividida por
fluorescencia asociada a resorufina de pocillos tratados solamente con PBS.

PROLIFERAS:ION DE CELULAS ENDOTELIALES MICROVASCULARES DE PULMON HUMANO (HLMVEC) Y
PRODUCCION DE CITOCINAS INFLAMATORIAS

Antecedentes y relevancia terapéutica:  La vasculatura pulmonar es de gran significacion fisioldgica/patoldgica. Se
reconoce ahora que es un tejido compuesto de células funcionalmente sensibles, metabdlicamente activas, que
interaccionan con sustratos en circulacion y elementos formados de maneras que regulan la composicion de la
sangre arterial sistémica, afectan a funciones de érganos diana y contribuyen a trombosis, hemostasia y reacciones
inmunitarias, asi como metastasis tumoral. Las células endoteliales microvasculares de pulméon humano (HLMVEC)
muestran expresion elevada de citocinas quimioatrayentes y moléculas de adhesion celular que proporcionan
sefiales criticas para la migracion dirigida de leucocitos al pulmon durante la lesion pulmonar aguda. Este tipo celular
primario puede ser una herramienta Util para estudiar diversos aspectos de la patologia y biologia de la
microvasculatura pulmonar in vitro. Se cree que la alteracion de la estructura y funcion de la microvasculatura en
respuesta a estimulos inflamatorios es un factor clave en el dafio de 6rganos y en condiciones apropiadas puede
proporcionar un estimulo para reparacion. Una causa significativa de estas alteraciones vasculares es la induccion
de una reaccion inflamatoria que implica infiltracién de leucocitos. Diversos estudios centrados en la adhesion de
granulocitos al endotelio ha revelado que el reclutamiento y la emigracion de leucocitos implican una cascada de
adhesién bien orquestrada. La cascada de adhesion comienza cuando el granulocito se une con el endotelio y
comienza a rodar en la direccion de flujo de fluido a una baja velocidad. A medida que el granulocito rueda, se
activa, se adhiere firmemente posteriormente al endotelio y migra a través del endotelio al espacio extravascular.
Estos acontecimientos de adhesion estan mediados, en parte, por interacciones moleculares que suceden entre
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CAM en la superficie de los granulocitos y glucoproteinas afines presentes en el endotelio. Diversos estudios ha
revelado que la molécula de adhesion celular endotelial E-selectina puede interaccionar con ligandos de granulocitos
gue presentan glucano de tipo SLex para mediar en las etapas de union y rodado de la cascada de adhesion. Las
etapas corriente abajo de la cascada implican la interaccién de molécula de adhesion intercelular expresada en el
endotelio con integrinas CD18 expresadas en granulocitos.

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

Métodos: Se mantienen HLMVEC (Cell Applications, n.° de Catdlogo 540-05) en medio de cultivo de células
endoteliales microvasculares Cell Applications (Cat n.° 111-500). Para crecimiento apropiado, se usa una Solucién
de Factor de Unién que contiene colageno (Cell Applications, n.° de Catalogo 123-100), para recubrir placas y
matraces antes de sembrar células. Las células se mantienen a 37 °C, CO2 5 %, en un ambiente humidificado y se
utilizan en campanas de cultivo tisular certificadas para BSL2 usando técnica estéril y equipo de proteccién individual
apropiado incluyendo gafas, guantes y batas de laboratorio. Se siembra un volumen de 80 pl de células en placas
recubiertas con colageno durante una noche en medio completo (véase anteriormente) a una densidad celular de
50.000 células/ml. Las células se lavan una vez con PBS y se afiaden 80 pl de medio de cultivo sin suero a cada
pocillo. Se afiaden polipéptidos de AARS a una concentracion final de 250 nM por pocillo (0 como se describe de
otro modo en los ejemplos posteriores) en un volumen uniforme en PBS estéril a cada pocillo. Las células se
exponen a polipéptidos de AARS durante 48 horas y se retira el medio gastado para ELISA para moléculas de
adhesion celular y evaluacién de citocinas (como se ha descrito previamente). Se miden las moléculas de adhesién
celular incluyendo VCAM y/o ICAM solubles usando un kit de ELISA convencional de RND Systems (Cat n.° DY643
y DY720, respectivamente). La proliferacion se evalla con resazurina como se ha descrito previamente afiadiendo
medio nuevo que contiene resazurina a placas después de retirar el sobrenadante e incubando durante tres horas a
37 °C. Las placas se leen en un lector de placas fluorescente y se expresa la viabilidad/proliferaciéon en funcién de la
fluorescencia asociada con resorufina de pocillos tratados con polipéptido de AARS dividida por fluorescencia
asociada a resorufina de pocillos tratados solamente con PBS.

ADHESION CELULAR (ENSAYOS F1-F7 EN LAS TABLAS DE DATOS POSTERIO RES)

Antecedentes y relevancia terapéutica:  Las moléculas de adhesion celular (CAM) son proteinas localizadas en la
superficie celular que estan implicadas en la unién con 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 intercelular que interacciona con el citoesqueleto, un dominio transmembrana y un
dominio extracelular que interacciona con otras CAM del mismo tipo (unién homofila) o con otras CAM o la matriz
extracelular (unién heterofila). La mayoria de las CAM pertenecen a cuatro familias de la proteina: superfamilia de Ig
(inmunoglobulina) (CAM IgSF), las integrinas, las cadherinas y las selectinas. Las moléculas de adhesion celular de
superfamilia de inmunoglobulinas (IgSF) son glucoproteinas transmembrana independientes de calcio, que incluyen:
moléculas de adhesion a células neurales (NCAM), moléculas de adhesidon a células intercelulares (ICAM),
moléculas de adhesién células vasculares (VCAM), moléculas de adhesién a células endoteliales-plaquetas
(PECAM-1), molécula de adhesion selectiva a células endoteliales (ESAM), molécula de adhesion de punto de unidn
(JAM), nectinas y otras moléculas de adhesion celular.

Las moléculas de adhesion celular son glucoproteinas de superficie celular que son criticas para la adhesion de
leucocitos al endotelio sinusoide y transmigracion y citotoxicidad en diversas enfermedades hepaticas inflamatorias.
ICAM-1 desempefia un papel importante en la inflamacién, y la expresion aumentada de ICAM-1 en células
endoteliales se refleja en la activacién de células endoteliales. ICAM-1 es particularmente importante ya que media
en la adhesién endotelial firme y facilita la transmigracién de leucocitos. Los estudios han mostrado que hay una
regulacion positiva de ICAM-1 tanto en células sinusoides como en hepatocitos en afecciones inflamatorias del
higado tales como infeccion virica de hepatitis B, trastornos hepaticos autoinmunitarios, hepatitis alcohdlica y
rechazo de aloinjerto de higado.

Por tanto los polipéptidos de AARS que modulan la producciéon de moléculas de adhesion celular y adhesién celular
a células endoteliales tienen utilidad terapéutica en diversas enfermedades inflamatorias incluyendo por ejemplo
enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis, autoinmunidad e hipertensién pulmonar.

Métodos: Se siembran células de vena umbilical humanas (ATCC, Cat n.° CRL-2873) (HUVEC) a una concentracion
de aproximadamente 1,2 x 10° células/pocillo en placas de 12 pocillos recubiertas con solucion de unién a
fibronectina humana en el medio ATCC sugerido y complementos y se cultiva de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las células se estimulan con polipéptidos de AARS a las concentraciones indicadas, o solamente con
PBS, y se incuban durante una noche en medio de cultivo. Se resuspenden células de leucemia monocitica aguda
humana (THP-1 (TIB-202)) en medio sin suero RPMI/BSA a 0,1 % con calceina AM (6 pl/ml; Invitrogen Cat n.°
C1430) y se incuban durante 30 minutos. Las células marcadas se recogen y se resuspenden en medio RPMI que
contiene FBS a 10 %, y la densidad se ajusta a 2 x 10° células/ml.
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Se colocan 100 pl (2 x 10%) de células THP-1 marcadas en cada pocillo de la monocapa de HUVEC en 1 ml de
medio de cultivo y se incuban durante 15 minutos. Los pocillos se lavan dos veces con PBS para retirar células no
unidas, y después las células se leen por un lector de placas fluorescente 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 POSTERIORES)
Diferenciacion y proliferacion de adipocitos en cél ulas preadipociticas humanas primarias.

Antecedentes y relevancia terapéutica:  Tanto la obesidad como la lipodistrofia estan asociadas habitualmente con
patologias que incluyen diabetes y enfermedades cardiovasculares. Se reconoce ahora que el tejido adiposo es un
o6rgano endocrino que secreta una amplia diversidad de factores, y la secrecion desregulada afecta a la
adipogénesis asi como a la homeostasis de insulina/glucosa de todo el cuerpo. El exceso de tejido adiposo que
conduce a obesidad se ha convertido en un riesgo grave para la salud publica. El desarrollo de tejido adiposo puede
verse afectado por el fondo genéticos, 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 mayor acumulacion de triacilglicerol.
Ademas, un aumento en el nimero de células grasas, que surge de la diferenciacién de las células precursoras en
adipocitos, también puede producirse incluso en adultos como se observa en obesidad humana grave y en roedores
a los que se alimenta con una dieta alta en carbohidratos o alta en grasas. Se cree que los adipocitos
especificamente surgen de células mesenquimales que experimentan el proceso de compromiso y diferenciacion,
adipogénesis. Las lineas celulares preadipociticas pueden experimentar diferenciacion en adipocitos tras el
tratamiento con agentes adipogénicos constituidos por glucocorticoide sintético, dexametasona (DEX),
isobutilmetilxantina (IBMX) e insulina, y han sido valiosas en estos estudios. Se ha establecido firmemente que el
receptor y activado por proliferador de peroxisoma (PPARYy) y la familia de proteinas de union a potenciador CCAAT
(C/EBP) de factores de transcripcion desempefia funciones criticas en la diferenciacion de adipocitos. Temprano
durante la diferenciacion de adipocitos, C/EBPB y C/EBP® se inducen por DEX e IBMX, respectivamente, que juntos
inducen después PPARYy y C/EBPa para activar diversos marcadores de adipocitos que se requieren para la funcion
de adipocitos. También se ha indicado que otros factores de transcripcion regulan positiva o negativamente la
adipogénesis y diversos 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 mamiferos almacenando triacilglicerol y liberando acidos grasos cuando se
necesiten, el tejido adiposo secreta una amplia serie de moléculas que estan implicadas en diversos procesos
fisiolégicos incluyendo respuesta inmunitaria, funciéon vascular y homeostasis energética. Los adipocitos secretan
citocinas tales como TNF-a e IL-6. Algunos de esos factores también pueden afectar al crecimiento y desarrollo de
tejido adiposo por accion autocrina/paracrina.

Por tanto los polipéptidos de AARS que tienen la capacidad de modular la diferenciacion y/o proliferacion de pre-
adipocitos humanos normales tienen utilidad terapéutica en una amplia serie de enfermedades incluyendo, por
ejemplo, el tratamiento y prevencion de enfermedades metabdlicas, enfermedades cardiovasculares, obesidad y
lipodistrofias, asi como las complicaciones a largo plazo de la diabetes.

Métodos: Se mantienen HPAd (preadipocitos humanos) (Cell Application Cat n.° 803sD) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Para el cultivo, las células se descongelan rapidamente, y se transfieren
inmediatamente a 15 ml de medio de cultivo de adipocitos (Cell Application Cat n.° 811M-250) y se siembran en un
matraz tratado con cultivo tisular estéril convencional. El medio se reemplaza con medio de cultivo de adipocitos
nuevo cada dos dias hasta que la célula es >60 % confluente. Las células se cultivan a 37 °C, CO2 5 %, en un
ambiente humidificado y se utilizan en campanas de cultivo tisular certificadas BSL2 usando técnica estéril y equipo
de proteccion individual apropiado, incluyendo gafas, guantes y batas de laboratorio. Las células se siembran en
placas de ensayo tratadas con cultivo tisular de 96 pocillos de paredes negras de fondo transparente para
diferenciacién a una concentracion de aproximadamente 50.000 células/ml. Se afiaden polipéptidos de AARS a una
concentracion final de 250 nM por pocillo (o como se indica de otro modo en los Ejemplos posteriores) a cada pocillo
de ensayo. Todas las células se mantienen en medio de cultivo durante 2 dias con la excepcion de los controles
positivos que se estimulan con medios de diferenciacion adipogénicos (Cell Applications Cat n.° 811D-250). Las
células se exponen a polipéptidos de AARS durante 48 horas. Se miden moléculas de adhesion celular que incluyen
VCAM y/o ICAM solubles usando un kit ELISA convencional de RND Systems (Cat n.° DY643 y DY720,
respectivamente). La proliferacion se evalla con resazurina como se ha descrito previamente afiadiendo medio
nuevo que contiene resazurina a placas después de retirar sobrenadante e incubando durante tres horas a 37 °C.
Las placas se leen en un lector de placas fluorescente y se expresa la viabilidad/proliferacion en funcién de la
fluorescencia asociada con resorufina de pocillos tratados con polipéptido de AARS dividida por la fluorescencia
asociada con resorufina de pocillos tratados solamente con PBS. Se afiade medio nuevo y se mantiene la
diferenciacion durante 16 dias después del intercambio de medio inicial, intercambiando el medio nuevo cada dos
dias para mantener la salud celular. El dia 15, las células se colocan en medios sin suero. El dia 16, se evalla la
diferenciacion a adipocitos maduros con tincion de Nile Red (Invitrogen, concentracion de 3 uM final) y se cuantifica
con un lector de placas fluorescente con las longitudes de onda apropiadas. Para realizar este ensayo las células se
fijan con paraformaldehido al 10 %, se lavan en PBS y se permeabilizan en PBS que contiene BSA 0,5 % y Triton X-
100 0,1 %. La proliferacion celular se evalGa con una medida de la intensidad en un lector fluorescente con colorante
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Hoechst 33432 a una concentracién de 1 pg/ml final, como se ha descrito previamente. Se expresa adipogénesis
como intensidad de sefial de Nile Red. Se usa sefial de colorante Hoechst para evaluar el nimero celular.

Diferenciacién y proliferacién de células de muscul 0 esquelético humano.

Antecedentes y relevancia terapéutica: el desarrollo del muasculo esquelético es un proceso multietapa que
implica la determinacién de células mesodérmicas pluripotenciales para dar lugar a mioblastos, retirada de los
mioblastos del ciclo celular y diferenciacion en células musculares, y finalmente crecimiento y maduracion de fibras
de musculo esquelético. La diferenciacion de musculo esquelético implica alineamientos de mioblastos, elongacién y
fusion en miotubos multinucleados, junto con la induccién de genes especificos de musculo reguladores y
estructurales. En el nivel molecular, el compromiso miogénico y la expresién génica especifica de mdsculo implican
la familia de proteinas MyoD de hélice-bucle-hélice especifica de musculo esquelético (bHLH), que incluye MyoD,
miogenina, myf-5 y MRF4 y el factor de unién a potenciador de miocito 2 (MEF2). La actividad de unién a ADN de
proteinas de la familia MyoD esta atenuada por Id, que forma complejos con productos génicos de E2a en células en
proliferaciéon y esta regulado negativamente cuando se induce su diferenciacion. La decision de diferenciar en
miotubos esté influida negativamente por varios factores. Se sabe que el tratamiento de mioblastos con suero bovino
fetal, factor de crecimiento de fibroblastos basico 2 o factor de crecimiento transformante B1 inhibe la diferenciacion
de mioblastos. La miogénesis también se regula negativamente por oncogenes tales como c-myc, c¢-jun, c-fos, H-ras
y Ela. Hay muy poca informacién con respecto a la sefalizacion que se desencadena en el mioblasto tras retirar el
suero lo que conduce a la induccion de la expresion génica de la familia de MyoD vy la diferenciaciéon muscular. La
diferenciacion miogénica parece depender de la activacion de integrinas presentes en la membrana plasmatica de
mioblastos lo que sugiere la actuacion de una ruta bioquimica “de fuera a dentro” en la que la integrina es la especie
molecular corriente arriba. Las interacciones del factor de crecimiento de tipo insulina (IGF)-1 y -1l con sus receptores
también son reguladores positivos de la diferenciacion del misculo esquelético.

En consecuencia, los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular el desarrollo muscular tienen utilidad
terapéutica en una amplia serie de enfermedades incluyendo por ejemplo el tratamiento de enfermedad metabdlica,
caqguexia, diversas afecciones de debilitamiento muscular, asi como enfermedad musculoesquelética en la que la
atrofia muscular desempefia un papel clave en la patogénesis y sintomatologia. Las células de musculo esquelético
humano (HSkMC) pueden experimentar diferenciacion para mostrar miofilamentos de actina y miosina. Las HSkMC
se han usado en el estudio de enfermedades musculares genéticas tales como hipertermia maligna. HSkMC
también tienen el potencial de actuar como un injerto cardiaco, reparar dafio al corazén y por lo tanto los
polipéptidos de AARS con la capacidad de modular el desarrollo muscular también tienen utilidad como reguladores
de la miogénesis in vitro e in vivo.

Métodos: para evaluar el papel potencial de polipéptidos de AARS en este proceso, se empled un ensayo
convencional de diferenciacion de células del musculo esquelético. Para este ensayo, se aislan células de misculo
esquelético adulto humano (HSKkMC, Cell Application Cat n.° 150-05f) de donantes humanos sanos de musculo
esquelético de las extremidades. Las células se mantienen en medio de cultivo de HSKMC (Cell Applications, Cat n.°
151-500). Estas células pueden cultivarse y propagarse durante al menos 15 duplicaciones de poblacién. Para
diferenciacion, las células se mantienen en medio de cultivo durante un pase y después se siembran a 50.000
células por ml de medio en placas tratadas con TC de paredes negras de fondo transparente de 96 pocillos tratadas
con colageno a 100 pl por pocillo. Se permite que las células se adhieran durante una noche. Se afaden
polipéptidos de AARS en PBS, o solamente PBS, a cada pocillo a una concentracion final de proteina de 250 nM (o
como se indica de otro modo en los ejemplos posteriores). Los pocillos de control recibieron el mismo volumen de
Medio de Diferenciacion (Cell Applications Cat n.° 151D-250) en este momento. Las células se incuban con proteina
o medio de diferenciaciéon durante 48 horas. A las 48 horas, se recoge sobrenadante de cultivo celular de todos los
pocillos y se afiade medio de diferenciacién a un volumen de 150 pl a la placa completa con la excepcion de pocillos
de control que se mantienen en medio de cultivo solamente. Se utiliza sobrenadante para evaluar la produccién de
citocinas incluyendo IL6 e IL8 como se ha descrito previamente. La proliferacién se evalla con resazurina como se
ha descrito previamente afiadiendo medio nuevo que contiene resazurina a placas después de retirada del
sobrenadante e incubando durante tres horas a 37 °C. Las células se supervisan bajo el microscopio y se
intercambia medio por medio de diferenciacion nuevo cada 2 dias. El dia 10, se retira el medio, y las células se fijan
con paraformaldehido al 10 % durante 30 minutos. Las células se permeabilizan con Triton X-100 0,1 % en PBS
durante 15 minutos y las células se tifien con faloidina marcada con TR y Hoechst 33432 (como se ha descrito
previamente) para definir la actina y los nucleos respectivamente. Se usa la intensidad nuclear para determinar la
proliferacién celular en cada pocillo y se usa la intensidad de faloidina para determinar el contenido de actina total.
Las células también se tifien con anticuerpo de alfa actina de musculo esquelético (GenTex Cat n.° GTX101362). Se
toman fotos digitales usando un microscopio fluorescente asi como inspecciones visuales y puntuacién 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 diversos tipos celulares, incluyendo osteoblastos, condrocitos, miocitos, adipocitos,
células de islotes beta pancredticos y potencialmente células neuronales. Muchos acontecimientos diferentes
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contribuyen al compromiso de las MSC a otros linajes incluyendo la coordinacion de una red compleja de factores de
transcripcién, cofactores e intermedios de sefializacién de numerosas vias. Las MSC tienen un gran interés
terapéutico porque representan una poblacion de células con el potencial para tratar una amplia serie de
enfermedades agudas y degenerativas.

Ademas los polipéptidos de AARS con la capacidad de modular la diferenciacion de MSC en diferentes rutas del
desarrollo tienen utilidad terapéutica significativa para permitir la modulacién in vitro o in vivo de hematopoyesis,
neurogénesis, miogénesis, osteogénesis y adipogénesis, asi como en una amplia serie de trastornos y
enfermedades incluyendo por ejemplo respuestas inflamatorias, autoinmunidad, cancer, degeneracién neuronal,
distrofia muscular, osteoporosis y lipodistrofia. Las MSC humanas estan inmunoprivilegiadas, y representan un tipo
celular ventajoso para trasplante alogénico, reduciendo el riesgo de rechazo y complicaciones del trasplante.
Recientemente, también ha habido avances significativos en el uso de células madre mesenquimales autélogas para
regenerar tejidos humanos, incluyendo cartilago y menisco, tendones y fracturas dseas. Muchos estudios también
han investigado el uso de MSC para terapia génica, incluyendo trasplante de MSC transfectadas con factor de
crecimiento endotelial vascular para la mejora de la funcion cardiaca después de MI en ratas, MSC como vehiculos
para el suministro de interferén 3 a tumores en ratones y terapia génica con MSC que expresan BMP para promover
la formacion de hueso. En consecuencia debido al gran interés en las MSC como productos terapéuticos directos y
modificados, asi como el potencial de polipéptidos de AARS para actuar como agentes terapéuticos para regular la
diferenciacion de MSC in vivo, los polipéptidos de AARS se ensayaron como inductores potenciales de proliferacién
y diferenciacion de MSC.

Métodos: se mantienen hMSC (células del estroma de la médula 6sea) (Cell Application Cat n.° 492-05f) de acuerdo
con las instrucciones del proveedor. Para cultivar, las células se descongelan rapidamente, y se transfieren
inmediatamente a 15 ml de medio de cultivo de células del estroma de la médula ésea (Cell Application Cat n.° 419-
500) y se siembran en un matraz tratado con cultivo tisular estéril convencional. Se reemplaza medio con medio de
cultivo de células del estroma de la médula ésea nuevo cada dos dias hasta que las células son confluyentes en >
60 %. Las células se cultivan a 37 °C, CO2 5 %, en un ambiente humidificado y se utilizan en campanas de cultivo
tisular certificadas para BSL2 usando técnica estéril y equipo de proteccion individual apropiado incluyendo gafas,
guantes y batas de laboratorio. Las células se siembran en placas de ensayo tratadas con cultivo tisular de 96
pocillos de paredes negras de fondo transparente para diferenciacion a una concentracion de 50.000 células/ml. Se
afaden proteinas derivadas de ARNt sintetasa a una concentracion final de 250 nM por pocillo (o como se especifica
de otro modo en los Ejemplos posteriores) a cada pocillo de ensayo. Todas las células se mantienen en medio de
cultivo durante 2 dias con la excepcion de los controles positivos, que se estimularon con medio de diferenciaciéon
osteogénico o condrogénico (StemPro, Invitrogen, Cat n.° A10072-01 y A10071-01, respectivamente). Las células se
exponen a polipéptidos de AARS durante 48 horas. Se mide VCAM soluble usando un kit de ELISA convencional de
RND Systems (Cat n.° DY643). La proliferacion se evalla con resazurina como se ha descrito previamente
afadiendo medio nuevo que contiene resazurina a placas después de retirar el sobrenadante e incubando durante
tres horas a 37 °C. Las placas se leen en un lector de placas fluorescente y se expresa la viabilidad/proliferacion en
funciéon de fluorescencia asociada a resorufina de pocillos tratados con polipéptido de AARS dividida por la
fluorescencia asociada a resorufina de pocillos tratados solamente con PBS. Después de una evaluacién de la
viabilidad celular, se retira resazurina con dos intercambios de medio y se afiade medio de diferenciacion 0,5X a
todos los pocillos. La diferenciaciéon se supervisa por inspecciones visuales de todos los pocillos durante 10 dias
después de intercambio de medio con medio nuevo intercambiado cada dos dias para mantener la salud celular. La
diferenciacion se evalué con tincion con fosfatasa alcalina usando tincion ELF-97 (Invitrogen Cat n.° E6601) al dia 10
después del primer intercambio de diferenciacién. (Yang et al.,, Nature Protocols (6) 187-213 (2011)
doi:10.1038/nprot.2010.189).

Proliferacién y diferenciacion de células de muasculo liso de arteria pulmonar humana (hPASMC).

Antecedentes y relevancia terapéutica:  las células de musculo liso de la arteria pulmonar (PASMC) en vasos
sanguineos de pulmén adulto humano normales son principalmente estaticas, no migratorias y estan comprometidas
principalmente 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 estatico en respuesta a cambios en
las sefiales ambientales locales. Este estado de diferenciacion puede producirse en el desarrollo, lesion tisular y
remodelacion de vasos en respuesta a cambios en la demanda tisular. La hipertension pulmonar (HP) se asocia con
diversas afecciones subyacentes incluyendo un aumento de la resistencia vascular pulmonar periférica como
resultado de tono vascular aumentado y contractilidad de PASMC y remodelacion vascular. La remodelacion
vascular implica crecimiento de PASMC, sintesis de material de matriz y alteraciones en las interacciones célula-
célula y célula-matriz en las paredes de arterias pulmonares (AP) pequefias, lo que conduce a aumento del grosor
del componente de musculo liso de la pared vascular y muscularizacion andémala de las AP distantes, no
muscularizadas normalmente. Este proceso contribuye a reduccién del diametro del lumen y aumento de la
resistencia periférica. Aunque el papel preciso de las PASMC en la causa inicial de la enfermedad es controvertido,
los cambios que se producen desempefian un papel clave en las consecuencias clinicas de la enfermedad. Una
etapa crucial en el estudio de la diferenciacion celular es identificar un conjunto de genes especificos de células o
selectivos de células que contribuyen a la funcién o las funciones diferenciadas de la célula. Se han identificado
diversos genes de células de mdusculo liso (SMC) que actlan como marcadores Utiles del estado relativo de
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diferenciacion o maduracion de las SMC vasculares, tales como alfa-actina de SM, MHC de SM, hl-calponina,
SM22-alfa, desmina, metavinculina, smoothelina y otras. El marcador mas ampliamente usado es alfa actina de SM,
parcialmente debido a la disponibilidad comercial de varios anticuerpos de muy alta afinidad y altamente selectivos
para esta proteina. Sigue siendo una cuestion no resuelta si los cambios en las PASMC resultan de sus
caracteristicas inherentes o de la desregulacion de acontecimientos moleculares que gobiernan el crecimiento de
PASMC. Sin embargo la determinaciéon de las sefiales reguladoras y el control de la desregulacion potencial
proporciona informacién terapéutica significativa para tratar diversas enfermedades vasculares y pulmonares
incluyendo hipertensién pulmonar, enfermedades vasculares.

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

Métodos: se mantienen HPASMC (Cell Application Cat n.° 352-05a) en medio de cultivo de HPASMC (Cell
Applications Cat n.° 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, CO2 5 %, en un ambiente humidificado y se utilizan en campanas de cultivo tisular certificadas
para BSL2 usando técnica estéril y equipo de proteccion individual apropiado incluyendo gafas, guantes y batas de
laboratorio. Se siembra un volumen de 80 ul de células en colageno aplicado durante una noche en medio de cultivo
a una densidad celular de 50.000 células/ml. Se afiadieron polipéptidos de AARS en PBS estéril a cada pocillo a una
concentracion final de 250 nM (o como se especifica de otro modo en los Ejemplos posteriores). Los pocillos de
control contuvieron solamente un volumen equivalente de PBS. Se incubaron muestras de control positivas con
medio de diferenciacion de HPASMC proporcionado por el proveedor (Cell Applications Cat n.° 311D-250). Las
células se exponen a polipéptidos de AARS o PBS en medio basal (Cell Applications Cat n.° 310-470) durante 48
horas seguido de un cambio de medio a medio de diferenciacion para la placa completa. El sobrenadante se recoge
y se utiliza para evaluar la produccién de citocinas incluyendo IL6 e IL8 como se ha descrito previamente. La
proliferacién se evalla con resazurina como se ha descrito previamente afiadiendo medio nuevo que contiene
resazurina a placas después de retirar el sobrenadante e incubando durante tres horas a 37 °C. Las células se
supervisan durante 10 dias con un intercambio de medio cada dos dias. La diferenciacion se evallla después de
fijacion como se ha descrito anteriormente, y permeabilizacién con Triton X-100 0,1 %, cuantificando la tincién para
tincion de actina-alfa de musculo liso usando un anticuerpo anti SMA alfa (GeneTex Cat n.° GTX101362) y un
anticuerpo secundario conjugado con Alexa 405. La proliferacion se evalGa con tincion de Hoechst después de
fijacion celular en formaldehido 10 % durante 30 minutos. El colorante Hoechst se lee usando un lector de placas
fluorescente de lectura de fondo con una longitud de onda de excitacion (Ex) de 405 nm, y una longitud de onda de
emision (Em) de 450 nm. La tincién de actina total se evalla mediante el uso de un colorante de faloidina marcado
con Alexa-488 (Invitrogen Cat n.° A12379).

ANALISIS DE LA UNION DE POLIPEPTIDOS DE AARS CON CELULAS (ENS AYOS H1-H10 EN LAS TABLAS
DE DATOS POSTERIORES)

Antecedentes y relevancia terapéutica: la union de polipéptidos de AARS con tipos celulares especificos
demuestra que el tipo celular en cuestion expresa receptores especificos para el polipéptido de AARS en cuestion.
Dependiendo del tipo celular en cuestion, la unién celular implica un papel potencial para el polipéptido de AARS en
la regulacién de la actividad o el comportamiento de la célula, o tipos similares de célula, in vivo. Los ejemplos
especificos de dichas funciones reguladoras incluyen por ejemplo la unién y modulacién de linfocitos B y linfocitos T
(inmunomodulacion/quimiotaxis/autoinmunidad/inflamacién); Células HepG2 (control del metabolismo, captacion o
metabolismo del colesterol); THP-1, jurkat, células Raji (inmunomodulacidn/quimiotaxis/autoinmunidad/inflamacion),
plaquetas (trombopoyesis), adipocitos 3T3L1 (lipogénesis/metabolismo) y mioblastos de ratén C2C12 (miogénesis,
osteogénesis).

Unién con células sanguineas:

Métodos: se recoge sangre en tubos de EDTA de donantes sanos. Se colocan 2 ml de sangre completa en tubos
Falcon de FACS de 5 ml. Se afladen 2 ml de tampén de tincion (PBS + FBS 2 %), se agitan vorticialmente durante 3-
5 segundos, se centrifugan durante 5 minutos a 300 x g. El sobrenadante se aspira, el lavado se repite y el
sedimento se resuspende en 2 ml de tampdn de tincion.

Se transfieren 100 pl de sangre lavada para limpiar tubos de muestras de FACS de 5 ml. Se afiaden polipéptidos de
AARS marcados con His6 o V5-His6 a tubos a las concentraciones indicadas en los experimentos especificos
destacados posteriormente y se incuban en hielo durante 45 minutos. Después de la incubacion, se afiaden
anticuerpos para los diferentes marcadores de superficie de tipo celular (BD Pharmigen Cat. n.° 560910, 555398,
555415, 340953, 560361) y anticuerpo anti marcador de V5 marcado con FITC (V5-FITC, Invitrogen Cat n.° R96325)
0 anticuerpo anti His6 marcado con FITC (AbCam Cat n.° ab1206) a tubos, incubados en oscuridad en hielo durante
30 minutos. Después de la incubacién se afiaden 2 ml de solucién de lisado de FACS BD (cat n.° 349202) a los
tubos. Las muestras se agitan vorticialmente y se colocan en hielo durante 15 minutos. Las muestras se lavan con 1
x 2 ml de PBS y se resuspenden en 2 ml de formaldehido 2 % en PBS antes del analisis de FACS. Los polipéptidos
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de AARS que se unen con mas del 25 % de una poblacion celular, en la que el anticuerpo solo no tiene sefial
significativa, se consideran un acierto.

Ensayos de union de plaquetas: se transfirieren 50 pl de sangre lavada a tubos de muestras de FACS de 5 ml
limpios, se afiaden polipéptidos de AARS marcados con His6 o V5-His6 a tubos a las concentraciones indicadas en
los experimentos especificos perfilados posteriormente y los tubos se colocan en hielo durante 45 minutos. Se
afiaden a cada tubo 20 yl de anticuerpo pan plaquetario de CD61 (BD Pharmigen, Cat n.° 555754) y 0,5 ul de
anticuerpo marcado anti V5-FITC (Invitrogen, R96325) o anticuerpo anti His6 marcado con FITC (AbCam Cat n.°
ab1206). Los tubos se colocan en hielo y se protegen de la luz durante 30 minutos. Las muestras se llevan a un
volumen total en 2 ml de formaldehido 1 % en PBS y se analizan mediante citometria de flujo en un periodo de 24
horas. Los polipéptidos de AARS que se unen con mas del 25 % de una poblacion celular, en los que el anticuerpo
solo no tiene sefial significativa, se consideran un acierto.

Unién a células en cultivo:  se colocan aproximadamente 1 x 108 células en 100 pyl de medio RPMI completo en
tubos FACS de 5 ml. Se afiaden polipéptidos de AARS marcados con His6 o V5-His6 a tubos a las concentraciones
indicadas en los experimentos especificos perfilados posteriormente y los tubos se colocan en hielo durante 45
minutos. Las muestras celulares se lavan dos veces con 1 ml de tamp6n de tincion (PBS + FBS 2 %) y después se
afiaden 0,5 pl de anticuerpo anti V5-FITC (Invitrogen R96325) o anticuerpo anti His6 marcado con FITC (AbCam Cat
n.° abh1206) en tampdn de tinciéon con IgG humana 200 ug/ml, y las muestras se incuban en hielo, protegidas de la
luz, durante 30 minutos. Las muestras se lavan dos veces con 1 ml de tamp6n de tincion, y después se llevan a un
volumen total en 2 ml de formaldehido 1 % en PBS y se analizan por citometria de flujo en un periodo de 24 horas.
Los polipéptidos de AARS que se unen con mas del 25 % de una poblacién celular, en los que el anticuerpo solo no
tiene sefial significativa, se consideran un acierto.

ESTUDIOS ANIMALES: MODULACION DE LA HEMATOPOYESIS Y CITOCINAS EN CIRCULACION

Antecedentes y relevancia terapéutica: la hematopoyesis (como alternativa hemopoyesis) es la formaciéon de
componentes celulares sanguineos. Todos los componentes celulares sanguineos derivan de células madre
hematopoyéticas (HSC) que residen en la médula del hueso (médula ésea) y tienen la capacidad Unica de dar lugar
a todos los tipos celulares sanguineos maduros diferentes. Las HSC se auto renuevan: cuando proliferan, al menos
algunas de sus células descendientes permanecen como HSC, de modo que el grupo de células madre no se
reduce. Las otras descendientes de HSC (células progenitoras mieloides y linfoides) sin embargo pueden
comprometerse a cualquiera de las rutas de diferenciacion alternativas que conducen a la produccién de uno o mas
tipos especificos de células sanguineas, pero no pueden en si mismas auto renovarse. Un cambio en los
componentes sanguineos en respuesta a la exposicion a un polipéptido de AARS sugiere por lo tanto que el
polipéptido de AARS es capaz de modular la hematopoyesis, y regular el desarrollo de células madre
hematopoyéticas.

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

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

Los linfocitos son la piedra angular del sistema inmunitario adaptativo. Derivan de progenitores linfoides comunes. El
linaje linfoide esta compuesto principalmente por linfocitos T y linfocitos B (tipos de glébulos blancos). En
consecuencia un cambio en el recuento o la composicién de globulos blancos en respuesta a exposicién a un
polipéptido de AARS sugiere que el polipéptido de AARS modula la linfopoyesis.

Los mielocitos, que incluyen granulocitos, megacariocitos y macréfagos, y derivan de progenitores mieloides
comunes, estan implicados en diversas funciones, incluyendo inmunidad innata, inmunidad adaptativa y coagulacién
sanguinea. En consecuencia un cambio en el recuento o la composicion de células mieloides en respuesta a
exposicion a un polipéptido de AARS sugiere que el polipéptido de AARS modula la mielopoyesis. La misma légica
puede usarse para establecer si los polipéptidos de AARS modulan la granulopoyesis, midiendo cambios en el
namero de granulocitos en respuesta a exposicion a los polipéptidos de AARS. Un papel para el polipéptido de
AARS en la modulacion de megacariocitopoyesis puede inferirse por un cambio en la composicion o nimero de
megacariocitos o plaquetas en la sangre.

La liberacion de citocinas en ratones de tipo silvestre, o en diversos sistemas de inflamacién de modelos animales,
proporciona una evaluacién inicial de la capacidad potencial de los polipéptidos de AARS para modular las
respuestas inflamatorias. El papel de los polipéptidos de AARS en la modulacién de procesos inflamatorios cronicos
agudos por ejemplo, puede evaluar facilimente el uso de un modelo de ratén de obesidad inducida por dieta (DIO). El
modelo de DIO se centra en alimentar a roedores con una dieta alta en grasas durante varios meses lo que conduce
a aumento de la obesidad, resistencia a insulina y disfuncién del sistema inmunitario. Una consecuencia particular
de esta desregulacion del sistema inmunitario da como resultado produccién aumentada de citocinas
proinflamatorias en animales con DIO lo que conduce a una afeccion de inflamacion sistémica crénica. Existe un

113



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2653 718 T3

volumen creciente de pruebas que sugieren que la inflamacién de grado bajo contribuya al desarrollo y
mantenimiento de obesidad y un fenotipo diabético que observa de forma similar en la afeccion humana denominada
sindrome metabdlico. Como tal, la capacidad de los polipéptidos de AARS para modular el sistema inmunitario y
restaurar el equilibrio homeostatico hacia una resolucién de este estado inflamatorio crénico seria particularmente
beneficiosa en numerosas enfermedades y trastornos incluyendo pero sin limitacién al tratamiento y prevencion de
los sintomas y efectos secundarios de enfermedad metabdlica, diabetes, enfermedades cardiovasculares,
aterosclerosis, obesidad, asi como diversas enfermedades y trastornos autoinmunitarios, incluyendo por ejemplo,
esclerosis multiple, trastornos vasculares y alérgicos.

Métodos: se obtienen ratones de control de tipo silvestre machos (C57BL/6) o ratones con obesidad inducida por
dieta (C57BL/6NHsd) de Harlan (Indianapolis, IN) y se alojan individualmente. Se alimenta a ratones DIO con una
dieta alta en grasas (Cat. n.° TD.06414-60 % kcal de grasa) y se alimenta a ratones de control con una dieta normal
(Cat. n.° 2018S-18 % kcal de grasa). Los ratones DIO se alimentan con una dieta alta en grasas 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, los ratones se clasifican y separan aleatoriamente en
grupos de 5 animales basandose en el peso. El dia 2, los ratones se pesan y se toma una muestra de sangre de la
vena de la cola (100 pl) para andlisis de recuento de sangre completo (CBC) antes del tratamiento. El dia 1, los
ratones se pesan y se les inyecta por via intravenosa a través de la vena de la cola vehiculo (PBS) o polipéptidos de
AARS individuales a 10 mg/kg. Cuatro horas después de la inyeccion, se toman muestras de sangre de vena facial
de los ratones (150-200 pl) para andlisis de citocinas posterior. Los dias 2, 3 y 4, se dosifica por via intravenosa a los
ratones como el dia 1. El dia 5, los ratones se pesan, se sacrifican y se recoge sangre por puncién cardiaca para
recuento sanguineo completo (analisis de CBC) (plasma-EDTA) y examen de citocinas (suero).

Analisis de CBC vy citocinas: Se analizan recuentos de sangre completa de extracciones sanguineas antes de
inyecciones (dia -2) y 24 horas después de la inyeccion final (dia 5). Los valores de CBC se evallan con respecto a
recuentos de glébulos blancos totales y morfologia de glébulos rojos general. Los glébulos blancos se caracterizan
adicionalmente por porcentaje total y fraccionario de neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos y baséfilos. El
andlisis de glébulos rojos incluyé mediciones de hemoglobina (dL), hematocrito (%), volumen corpuscular medio (fL),
hemoglobina corpuscular media, concentracién de hemoglobina corpuscular media (%) y recuento de plaquetas total
(103/ul). Se realiza andlisis de CBC por Antech Diagnostics (Fishers, IN).

Se examinan los niveles de citocinas de circulacion a las 4 horas después de la inyeccion (dia 1) y 24 horas después
de la inyeccion final (dia 5). El suero se aisla, se congela instantdneamente y se envia a Rules Based Medicine
(Austin, TX) para perfiles de multianalitos. Se analizan muestras de suero usando el panel RodentMap que abarca
59 biomarcadores unicos incluyendo Apo A-1, CD40, CD40-L, CRP, ET-1, eotaxina, EGF, Factor VII, fibrindgeno,
FGF-9, FGF-béasico, GST-a GCP-2, GM-CSF, KC/GROaq, haptoglobina, IgA, IFNy, IP-10, IL-1q, IL-1p, IL-10, IL-11,
IL-12p70, 11-17A, IL-18 IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, LIF, linfotactina, M-CSF-1, MIP-1a, MIP-183, MIP-1y, MIP-2 ,
MCP-3, 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 si la citocina aumentaba
en al menos 2 veces o se reducia al menos 50 % en comparacion con controles de vehiculo.

EJEMPLO 1

IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS PROTEOLITICOS Y 'PRODUCTOS DE CORTE Y EMPALME
ALTERNATIVO DE AARS USANDO UNA PLATAFORMA DE ANALISIS DE MIG RACION Y TOPOGRAFIA DE
PROTEINAS

Para identificar fragmentos de AARS de lineas celulares, medios acondicionados y tejidos, se prepararon muestras
de la siguiente manera:

Macroéfagos de raton (RAW 264.7), citosol y medios acondicionados: Las células se tratan con medio DMEM sin
suero a una densidad de 15 x 108 células/matraz. Después de 48 horas se recogen y procesan los medios
acondicionados y sedimentos celulares. Se separan 200 ug de proteina de fracciones proteémicas secretadas y
citosdlicas por SDS-PAGE y se preparan cortes de gel para analisis por espectrometria de masas.

Tejido de pancreas de ratén: El pancreas de tres ratones se pica, se homogeneiza por dounce y se somete a
ultrasonidos en PBS con inhibidores de proteasa. El proteoma citosélico se aisla por centrifugacion y se separan 200
Mg de proteina por SDS-PAGE y se preparan cortes de gel para analisis por espectrometria de masas.

Tejido de higado de ratén: Se pican tres higados de ratén, se homogeneizan por dounce y se someten a
ultrasonidos en PBS con inhibidores de proteasa. El proteoma citosélico se aisla por centrifugacion y se separan 200
ug de proteina por SDS-PAGE vy se preparan cortes de gel para el andlisis por espectrometria de masas.

Se analizan digestiones en gel por espectrometro de masas de trampa ionica LTQ XL (ThermoFisher) equipado con

sistema ultimate 3000 uLC (Dionex). Las muestras se cargan en primer lugar en PepTrap (michrom) durante 10
minutos con Acetonitrilo a 5% en acido formico 0,1 % usando automostrador Dionex. Después las muestras se
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analizan con una columna capilar de silice fusionado de 100 uym (diametro interno) que contiene 10 cm de resina
C18 (michrom). Los péptidos se eluyen de la columna en espectrometro de masas con un caudal de 0,45 pl/min
usando un gradiente lineal de acetonitrilo 5-33,5 % en &cido férmico 0,1 % en un periodo de 110 minutos.

LTQ se opera en un modo de exploracion dependiente de datos de modo que una exploracion EM completa se sigan
de siete exploraciones EM/EM de los siete iones mas abundantes. Se permite la exclusion dindmica con recuento
repetido igual a 1, duracién repetida igual a 20 segundos, el tamafio de la lista de exclusion es de 300 y la duracién
de la exclusion es de 60 segundos.

Después de andlisis de CL-EM/EM, los datos en bruto se buscan con BioWorks3.3.1 (SEQUEST) usando una
variante de sefiuelo/diana concatenada de la base de datos IPI de raton. Los datos SEQUEST se filtran y se
clasifican con DTASelect. Las Tablas 1, 4 y 7 muestran secuencias identificadas de esta manera.

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

Se identifican variantes de corte y empalme de la aminoacil ARNt sintetasa usando secuenciacion de alto
rendimiento de bibliotecas de ADNc enriquecidas con respecto a transcritos de aminoacil ARNt sintetasa. Los
moldes de ADNc se preparan a partir de extractos de ARN totales de tejidos tales como cerebros adultos y fetales
humanos y enriquecidos con respecto a transcritos de aminoacil ARNt sintetasa usando secuencias de cebadores
especificas para todos los exones indicados de todas las aminoacil ARNt sintetasas humanas indicadas y sus
proteinas asociadas.

Se obtienen ARN totales humanos de Clontech. Para muestras tisulares de ratén y linea celular, se extraen ARN
totales usando Kit de Extraccion de ARN Il (MN). Se digiere ADN gendmico en las muestras de ARN total por
ADNasa |. Para obtener ARN mensajeros (ARNm) maduros, las muestras de ARN se enriquecen dos veces
mediante unién de poliA + ARN y digestion de ARN sin recubrimiento 5' por exonucleasa dependiente de 5'-fosfato.
Se sintetiza ADN complementario (ADNc) a partir de ARN maduros usando cebadores que hibridan con secuencias
exonicas de genes de aminoacil ARNt sintetasa. Un transcriptoma enriquecido con respecto a genes de aminoacil
ARNt sintetasa se amplifica mediante PCR multiple usando el ARNc especifico de exén de aminoacil ARNt sintetasa
y diferentes combinaciones de cebadores de exon-aminoacil ARNt sintetasa. Los productos de PCR de
transcriptoma enriquecidos con aminoacil ARNt sintetasa bicatenarios se reparan enzimaticamente en ambos
extremos antes de afadir salientes A, a los extremos 3' de los fragmentos reparados. Después se afiaden
adaptadores de secuenciacion y secuencias indice a los productos de PCR de transcriptoma enriquecido con
aminoacil ARNt sintetasa para generar bibliotecas de ADNc para secuenciacion profunda con Kit de Secuenciacién
Mltiple de Illumina. Brevemente, los productos de PCR de transcriptoma enriquecido con aminoacil ARNt sintetasa
con salientes 3'-A se ligan con los oligonucleétidos adaptadores de InPE proporcionados en los kits. Se afiaden
secuencias indices a los productos de PCR con adaptadores de InPE. Para obtener suficientes fragmentos de ADN
para secuenciacion profunda, los productos de PCR con secuencias indices se amplifican adicionalmente por PCR.
Se agrupan bibliotecas de ADNc enriquecidas con aminoacil ARNt sintetasa con diferentes indices y se secuencian
usando una maquina de secuenciacion de ADN lllumina para obtener lecturas finales de 50 de pares de bases. Las
lecturas de secuenciacion se mapean en genoma humano o de ratdn para identificacion de acontecimientos de corte
y empalme alternativos. Se usa software "Splicemap" (disponible para descarga publica en http://www-
stat.stanford.edu/~kinfai/SpliceMap/) para identificar puntos de unién de corte y empalme.

Se realiza secuenciacion profunda de estos ADNc para generar aproximadamente 1 millon de lecturas de
secuenciacion de aproximadamente 50 nucledtidos de longitud. Las secuencias especificas para exones de las
aminoacil ARNt sintetasas se consultan frente a puntos de union de exones indicados y nuevos puntos de union de
exones se identifican como acontecimientos de corte y empalme alternativos.

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

EJEMPLO 3

IDENTIFICACION DE POLIPEPTIDOS DE AARS USANDO BIOINFORMATI CA

Se identifican fragmentos proteicos de AARS (péptidos de resectina o apendacrina) usando bioinformatica. Se
alinean secuencias de aminoacidos de aminoacil ARNt sintetasa humana de longitud completa con la secuencia de

aminoacidos de longitud completa de su ortlogo de la bacteria Escherichia coli usando un programa tal como
FASTA (disponible en el sitio web http: //fasta.bioch.virginia. Edu/fasta_www?2/fasta_www.cgi) o el programa
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BLASTP del NCBI (disponible en el sitio web
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSe
arch&SHOW_DEFAULTS=0n&LINK_LOC=blasthom). Se identifican secuencias de resectina de las proteinas
humanas como secuencias que abarcan regiones en las que hay huecos en la secuencia bacteriana en el
alineamiento, o regiones con baja homologia entre las dos especies. El péptido, y secuencias de ADN
correspondientes en las Tablas 3, 6 y 9 incluyen ejemplos identificados de esta manera.

EJEMPLO 4

EXPRESION DIFERENCIAL DE POLIPEPTIDOS DE AARS IDENTIFICADOS POR ESPECTRO METRIA DE
MASAS

La técnica de PROTOMAP se usa como se ha descrito en el Ejemplo 1 para comparar la expresion diferencial de las
histidil ARNt sintetasas en diferentes tejidos/tipos celulares (refiérase a las Tablas 1, 4 y 7 para secuencias y
comparaciones): se compara la expresion de resectina de aminoacil ARNt sintetasa entre tejido del higado de ratén
y tejido de pancreas de ratén. Se compara la expresion de resectina de aminoacil ARNt sintetasa entre el citosol
RAW?264.7 y el medio acondicionado de células RAW264.7 recogidas después de 48 horas de privacion de suero.

EJEMPLO 5

EXPRESION DIFERENCIAL DE POLIPEPTIDOS DE AARS IDENTIFICADOS POR SECUENC IACION
PROFUNDA

Para ensayar con respecto a expresion diferencial de acontecimientos de corte y empalme, la secuenciacion
profunda se realiza para ADNc preparados a partir de tejidos diferentes.

La expresion de acontecimientos de corte y empalme alternativos especificos para aminoacil ARNt sintetasas es
inesperada e indica importancia bioldgica. La variacion en el nimero relativo de lecturas vistas en la secuenciacion
profunda de diferentes muestras de transcriptoma indica que acontecimientos de corte y empalme alternativos
aminoacil ARNt sintetasas estan regulados diferencialmente y no son solamente artefactos debidos a la
manipulacion de la muestra.

EJEMPLO 6
EXPLORACION DE ANTICUERPOS

Para facilitar el descubrimiento de anticuerpos que presentan unién preferente con fragmentos de aminoacil ARNt
sintetasa (p.gj., afinidad = 10 veces mayor en comparacion con la enzima de longitud completa parental), se explora
una biblioteca de presentacion en fagos de anticuerpos humanos mediante AbD Serotec (una division de
MORPHOSYS™, Martinsried/Planegg, Alemania) usando técnicas de enriquecimiento de afinidad (seleccién). Los
anticuerpos enriquecidos después de mdltiples ciclos de exploracion con los fragmentos de aminoacil ARNt
sintetasas se caracterizan posteriormente por ELISA con respecto a reactividad con los fragmentos, y con la enzima
de longitud completa parental. Se caracterizan adicionalmente clones que demuestran unién preferente (por
ejemplo, afinidad = 10 veces mayor) con los fragmentos de aminoacil ARNt sintetasa.

Si no se consigue la especificidad necesaria al final de este proceso, se usan estrategias de resta, tales como
etapas de preadsorcion con la enzima de longitud completa y/o contraexploracién, para eliminar anticuerpos de
reaccion cruzada y conducir el proceso de seleccién hacia el epitopo o los epitopos Unicos en los fragmentos de
aminoacil ARNt sintetasa.

EJEMPLO 7
IDENTIFICACION DE VARIANTE DE CORTE Y EMPALME USANDO PCR SISTEMA TICA

Se transcriben de forma inversa moldes de ADNc para reacciones de PCR a partir de extractos de ARN totales de
tejidos o células (p.gj., cerebro humano, IMR-32 y HEK293T). Se realizan reacciones de PCR usando cebadores
especificos de aminoacil ARNt sintetasa, emparejando un cebador directo (FP1) disefiado para hibridar con la regién
no traducida 5’ o exones en la mitad 5' del gen con un cebador inverso (RP1) disefiado para hibridar con exones en
la mitad de 3’ del gen o la 3'UTR. Se analizan productos de ADN amplificados por electroforesis en gel de agarosa
para identificar productos de PCR que son de un tamafio diferente que el fragmento amplificado de los transcritos
canonicos. Estos productos de PCR diferentes se escinden y se purifican a partir del gel y se ligan en un vector de
clonacién convencional para andlisis de secuencia de ADN. Se identifican variantes de corte y empalme alternativas
como secuencias diferentes de los transcritos canénicos. Se muestran variantes de corte y empalme identificadas
por este enfoque de PCR sistematica en las Tablas 2,5y 8.

EJEMPLO 8
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OPTIMIZACION DE CODONES DE POLINUCLEOTIDOS DE AARS SELECCIONAD OS

Se seleccionan polipéptidos de AARS representativos (resumidos en la Tabla E2) para caracterizacién bioquimica,
biofisica y funcional adicional basada en uno o mas de los siguientes criterios, i) la identificacion de fragmentos
proteoliticos de polipéptidos de AARS, ii) la identificacion de las variantes de corte y empalme de polipéptidos de
AARS, iii) la identificacién de polipéptidos de AARS por analisis bioinformatico, iv) pruebas de expresion diferencial
de polipéptidos de AARS especificos, v) la estructura de dominio de la proteina de AARS, vi) el tamafio del
polipéptido de AARS vy vii) la minimizacion de secuencias duplicativas similares.

Tabla E2
Sumario de Polipéptidos de AARS Seleccionados para Opt  imizacién de Codones y Expresion Bacteriana
SEQ ID NO para N .
Nombre del Polipéptidos de SE.Q ID NO para Restos de Localizacion Me_tgdo,de .
N Polinucledtidos de : de marcador | clonacion/sintesis
polipéptido de AARS | AARS marcados con proteina AARS e
epitopos AARS epitépico usado
HisRS1N! SEQ.ID. NO. 36 SEQ.ID. NO. 44 1-141 N-terminal 2
HisRS1N! SEQ.ID. NO. 37 SEQ.ID. NO. 44 1-141 C-terminal 2
HisRS1N2 SEQ.ID. NO. 38 SEQ.ID. NO. 45 1-408 N-terminal 2
HisRS1N? SEQ.ID. NO. 39 SEQ.ID. NO. 45 1-408 C-terminal 2
HisRS1N? SEQ.ID. NO. 40 SEQ.ID. NO. 46 1-113 N-terminal 2
HisRS1N3 SEQ.ID. NO. 41 SEQ.ID. NO. 46 1-113 C-terminal 2
HisRS1N® SEQ.ID. NO. 42 SEQ.ID. NO. 47 | 1-243 + 27aa | N-terminal 2
HisRS1N® SEQ.ID. NO. 43 SEQ.ID. NO. 47 | 1-243 + 27aa | C-terminal 2
HisRS1¢! SEQ.ID. NO. 85 SEQ.ID. NO. 101 405-509 N-terminal 2
HisRS1¢1 SEQ.ID. NO. 86 SEQ.ID. NO. 101 405-509 C-terminal 2
HisRS1¢? SEQ.ID. NO. 87 SEQ.ID. NO. 102 |1-60 + 175-509| N-terminal 2
HisRS1¢? SEQ.ID. NO. 88 SEQ.ID. NO. 102 |1-60 + 175-509| C-terminal 2
HisRS1¢3 SEQ.ID. NO. 89 SEQ.ID. NO. 103 |1-60 + 211-509| N-terminal 2
HisRS1¢3 SEQ.ID. NO. 90 SEQ.ID. NO. 103 |1-60 + 211-509| C-terminal 2
HisRS1¢4 SEQ.ID. NO. 91 SEQ.ID. NO. 104 | 1-100 + 211- | N-terminal 2
509
HisRS1¢4 SEQ.ID. NO. 92 SEQ.ID. NO. 104 | 1-100 + 211- | C-terminal 2
509
HisRS1¢5 SEQ.ID. NO. 93 SEQ.ID. NO. 105 | 1-174 +211- | N-terminal 5
509
HisRS1¢5 SEQ.ID. NO. 94 SEQ.ID. NO. 105 | 1-174 +211- | C-terminal 2
509
HisRS1°¢® SEQ.ID. NO. 95 SEQ.ID. NO. 106 |1-60 + 101-509| N-terminal 2
HisRS1¢6 SEQ.ID. NO. 96 SEQ.ID. NO. 106 |1-60 + 101-509| C-terminal 2
HisRS1¢7 SEQ.ID. NO. 97 SEQ.ID. NO. 107 | 1-100 + 175- | N-terminal 2
509
HisRS1¢7 SEQ.ID. NO. 98 SEQ.ID. NO. 107 | 1-100 + 175- | C-terminal 2
509
HisRS1¢10 SEQ.ID. NO. 99 SEQ.ID. NO. 108 369-509 N-terminal 2
HisRS1¢10 SEQ.ID. NO. 100 SEQ.ID. NO. 108 369-509 C-terminal 2
HisRS111 SEQ.ID. NO. 111 SEQ.ID. NO. 113 191-333 N-terminal 2
HisRS111 SEQ.ID. NO. 112 SEQ.ID. NO. 113 191-333 C-terminal 2

Se sintetizan polinucleétidos que codifican los polipéptidos de AARS seleccionados enumerados en la Tabla E2,
junto con el marcador epitépico N o C-terminal apropiado, y se clonan como se describe en la seccion de Materiales
y Métodos Generales usando la metodologia de sintesis génica enumerada en la Tabla E2.

EJEMPLO 9

EXPRESION Y PURIFICACION BACTERIANA A PEQUENA ESCALA

Los polipéptidos de AARS enumerados 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 localizados en cuerpos de inclusion
y solubles se resume en la Tabla E3 a continuacion.
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Sumario de Caracteristicas de Expre;i-grk:lgaEc?;eriana de Polipéptidos de AARS
Polipéptido de | Localizacion de |Cantidad de Proteinas Recuperada de | Cantidad de Proteinas Recuperada
AARS Marcador Epit6pico Fraccion Soluble de Cuerpos de Inclusion

HisRS1N N-terminal + +++
HisRS1M C-terminal + +
HisRS1N2 N-terminal + e+t
HisRS1M2 C-terminal + +
HisRS1N3 N-terminal + +++
HisRS1N3 C-terminal + +
HisRS1NS N-terminal + ++
HisRS1M C-terminal + +
HisRS1¢1 N-terminal + +++
HisRS1¢1 C-terminal ++ ettt
HisRS1¢? N-terminal + +H+
HisRS1¢? C-terminal + +
HisRS1¢<3 N-terminal + +
HisRS1¢3 C-terminal + +
HisRS1¢ N-terminal + +H+
HisRS1¢4 C-terminal + +
HisRS1¢5 N-terminal + +
HisRS1¢5 C-terminal + +
HisRS1¢6 N-terminal + +++
HisRS1¢¢ C-terminal + +
HisRS1¢7 N-terminal + +H+
HisRS1¢7 C-terminal + +
HisRS1¢0 N-terminal + +H+
HisRS1¢10 C-terminal + +
HisRS1" N-terminal + ++
HisRS1" C-terminal + +

"+" representa 0-1 mg/l de expresion de polipéptido de AARS

"++" representa 1-5 mg/l de expresion de polipéptido de AARS;

+++" representa 5-10 mg/l de expresion de polipéptido de AARS;

"++++" representa 10-15 mg/l de expresion de polipéptido de AARS;

"+++++" representa = 15 mg/l de expresion de polipéptido de AARS;

ND: no determinada

Sorprendentemente, los datos de expresion de proteinas demuestran la existencia de al menos una familia de
dominios proteicos que muestra alto nivel de expresién de proteina soluble cuando se expresa en E. coli.
Especificamente, los datos demuestran que el polipéptido AARS HisRS1¢! (aminoacidos 405-509), define el limite
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de un primer dominio proteico nuevo que se expresa en gran medida en E. coli. Adicionalmente, la mayoria de las
proteinas restantes podrian expresarse facilmente dentro de cuerpos de inclusion para replegamiento posterior.

EJEMPLO 10

PRODUCCION A GRAN ESCALA DE POLIPEPTIDOS DE AARS

Se preparan polipéptidos de AARS representativos en cantidades mayores para permitir la caracterizacién funcional
y biofisica adicional. Los polipéptidos de AARS enumerados en la Tabla E4 se expresan en E. coli en cultivo a gran

escala como se describe en la seccion de Materiales y Métodos Generales. Los rendimientos, y las caracteristicas
biofisicas especificas, para cada proteina soluble expresada se resumen a continuacion en la Tabla E4.
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Los resultados de estos estudios establecen que proteinas de AARS representativas de la familia de PheRSa1N? de
proteinas de AARS, muestran rendimientos de expresion y caracteristicas de solubilidad de proteinas iniciales

razonables.

EJEMPLO 11

PERFIL DE TRANSCRIPCION DE POLIPEPTIDOS DE AARS REPRESENTATIVOS

Para ensayar con respecto a la capacidad de los polipéptidos de AARS para modular la expresion génica, se
incubaron polipéptidos de AARS seleccionados con células madre mesenquimales o células del masculo esquelético

humano durante los tiempos y a las concentraciones mostradas en la Tabla E5.

Tabla E5
Perfil de Transcripcion de Polipéptidos de AARS Repr  esentativos en Células Madre Mesenquimales (MSC)
o Células de Musculo Esquelético Humano (HSKMC)
Descripcion de la Muestra de Tipo Celular y Tiempo de Exposicién
Ensayo
Polipéptidos de| Localizacion de Concentracion MSC 24 MSC 72 HSkMC 24 HSkMC 72
AARS Marcador Epitépico nM horas horas horas horas
HisRS1M! N-terminal 250 4 2 7 4
HisRS1N? N-terminal 250 >20 1 5 7
HisRS1N3 N-terminal 250 6 6 5 5
HisRS1M C-terminal 250 >20 5 11 2
HisRS1N® N-terminal 250 >20 3 4 2
HisRS1¢! N-terminal 250 0 1 5 7
HisRS1¢! C-terminal 250 0 1 18 5
HisRS1¢? N-terminal 250 16 0 5 6
HisRS1¢4 N-terminal 250 12 1 10 4
HisRS1¢® N-terminal 250 >20 0 3 4
HisRS1¢7 N-terminal 250 15 4 5 4
HisRS1¢8 C-terminal 250 18 0 7 5
HisRS1¢° C-terminal 250 19 0 1 3
HisRS1¢10 N-terminal 250 13 3 12 2
HisRS1" N-terminal 250 0 0 5 4
Controles
Promedio entre todos los polipéptidos de AARS
5 4

explorados 6 2

Céctel de Osteogénesis 16 18 ND ND

Céctel de Condrogénesis 11 16 ND ND

Céctel de Adipogénesis 11 11 ND ND

Ctrl Pos de SKMC ND ND 32 20

No tratado 0 0 8 3

En la Tabla E5, los niumeros en cada columna representan el niumero de genes que se modularon, bien
positivamente o bien negativamente, al menos 4 veces en comparacién con las muestras de control, como se
describe en la seccidon de métodos generales. Los datos muestran que formas especificas de los polipéptidos de
AARS ensayados tienen la sorprendente capacidad de regular la transcripcion, y por lo tanto modulan
potencialmente el destino de desarrollo o estado de diferenciacion cuando se afiaden a Células Madre
Mesenquimales (MSC) y/o Células de Muasculo Esquelético Humano (HSKMC). Las células sombreadas con
ndameros en negrita en la tabla representan ejemplos en los que el polipéptido de AARS muestra una influencia
significativa en la regulacién de la transcripcién génica en las lineas celulares y los tiempos indicados en la tabla.

Se concluye que HisRS1M, HisRS1N?2, HisRS1N3, HisRS1M, HisRS1N®, HisRS1'", HisRS1¢! HisRS1¢2, HisRS1%4,

HisRS1¢6, HisRS1¢7, HisRS18, HisRS1° y HisRS1C° parecen ser reguladores importantes de la expresion génica
de células mesenquimales y/o células del musculo esquelético humano.
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EJEMPLO 12
PERFILES FUNCIONALES DE POLIPEPTIDOS DE AARS
Para ensayar con respecto a 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.

Tabla E6
Clave para Ensayos y criterios para indicar un acier  to
Ensayos de proliferacion

Fuente y tipo celular Nimero de Ensayo
Células de leucemia megacariocitica humana/Mo7e Al
Células de leucemia promielocitica aguda humana/HL60 A2
Linfoblasto humano (linea celular de cancer)/RPMI8226 A3
Células madre mesenquimales humanas/hMSC A4
Astrocitos humanos A5
Células de leucemia monocitica aguda/THP1 A6

Células de aspirado de Médula Osea humana/Células de Médula Osea (Cultivo a|

A7
Largo Plazo)
Sinoviocito Humano/HFLS-SynRA A8
Células preadipociticas humanas/hPAD A9
Célula de musculo liso de arteria pulmonar humana/hPASMC A10
Célula de musculo esquelético humano/hSKMC All

Se realizé analisis de datos para ensayos de proliferacién dividiendo el valor numérico en el pocillo de ensayo por
el valor de PBS promedio para la placa de ensayo. Se consider6 que los polipéptidos de AARS eran proliferativos
si el valor medido estaba a méas de 3 DT de distancia del valor de PBS en la direccion positiva. Se considerd que
un polipéptido de AARS derivado de ARNt sintetasa era citotoxico si estaba a mas de 3 DT de distancia del valor|
de PBS en la direccion negativa. Se utiliz6 un compuesto citotéxico como un control negativo y el valor promedio
para esto estuvo siempre a mas de 3 DT de distancia del valor promedio de PBS.
Ensayos de diferenciacion y fenotipo celular

Descripcion del Ensayo Numero de Ensayo
Captacion de LDL acetilada por hepatocito humano (Células HepG2C3a) Bl
Se realizé analisis de datos para ensayo de captacion de ac-LDL dividiendo el valor numérico en el pocillo de
ensayo por el valor de PBS promedio para la placa de ensayo. Se consideré que los polipéptidos de AARS eran un
modulador de la captacion de ac-LDL si el valor medido estaba a mas de 2 DT de distancia del valor de PBS en |3
direccién positiva 0 negativa. Se realizé una comprobacion visual para confirmar los resultados del lector de placas
usando un microscopio fluorescente,

Ensayos de Neutrofilos Humanos

Descripcion del Ensayo Nimero de Ensayo
Estallido oxidativo de Neutréfilo (agonista) C1
Estallido oxidativo de Neutrdéfilo (antagonista) C2
Elastasa de Neutrofilo C3

Se realiz6 andlisis de datos para ensayos de neutrdéfilos dividiendo el valor numérico en el pocillo de ensayo por el
valor de PBS promedio para la placa de ensayo. Se consideré que los polipéptidos de AARS eran un modulador
de la produccién de elastasa o biologia de estallido oxidativo de neutrdéfilos si el valor medido estaba a mas de 2
DT de distancia del valor de PBS en la direccidn positiva 0 negativa.

Modulacion de Receptores de Tipo Toll (TLR)

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

Se realiza andlisis de datos para ensayos de modulacién de TLR dividiendo el valor numérico en el pocillo de
ensayo por el valor de PBS promedio para la placa de ensayo. Se consideré que los polipéptidos de AARS eran un
modulador de la biologia especifica de TLR si el valor medido estaba mas de 3 DT de distancia del valor de PBS
en la direccién positiva 0 negativa. Los controles positivos, incluyendo el LPS y el reactivo de deteccion, fueron
siempre significativamente distintos y >3 DT del valor promedio del PBS.
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Liberacién de Citocina

Descripcion del Ensayo Nimero de Ensayo
Produccién de citocinas por sinoviocitos humanos (liberacién de IL6) El
Produccién de citocinas por células de musculo liso de arteria pulmonar humana E2
(hPASMC) (liberacion de IL6)
Produccién de citocinas por células de musculo esquelético humano (hSKMC) E3
(liberacion de IL6)
Produccién de citocinas por astrocitos humanos (liberacién de IL6) E4
Liberacién de IL6 de sangre completa E5
Produccién de citocinas por células de musculo liso de arteria pulmonar humana E6
(hPASMC) (liberacién de IL8) Incubacién de 72 h

Produccién de IL8

Descripcion del Ensayo Nimero de Ensayo
Produccién de citocinas por sinoviocitos humanos (liberacién de 1L8) E7
Produccién de citocinas por células de musculo liso de arteria pulmonar humana Es
(hPASMC) (liberacion de IL8)
Produccién de citocinas por células de musculo esquelético humano (hSKMC) E9
(liberacion de IL8)
Produccién de citocinas por astrocitos humanos (liberacién de 1L8) E10
Liberacién de 1L8 por hepatocitos humanos (células HepG2C3a) E1l1
Células de leucemia promielocitica aguda humana / HL60 (liberacion de 1L8) E12
Linfoblasto humano (linea celular de cancer) / RPMI8226 (liberacién de IL8) E13

Produccion de TNF alfa

Descripcion del Ensayo Nimero de Ensayo
Produccién de citocinas por sinoviocitos humanos (liberacién de TNF alfa) El4
Liberacién de TNF alfa de sangre completa E15
Liberacion de IL10
Células de leucemia promielocitica aguda humana / HL60 (liberacion de IL10) E16
Células mononucleares de sangre primaria humana (liberacién de 1L10) E1l7

Se realizaron andlisis de datos para ensayos de liberacién de citocinas dividiendo el valor numérico en el pocillo de|
ensayo por el valor de PBS promedio para la placa de ensayo. Se consideré que los polipéptidos de AARS eran un
modulador de la produccién de citocinas o hiologia relacionada con citocinas si el valor medido estaba a mas de 2
DT de distancia de valor de PBS en la direccion positiva 0 negativa. Se proces6 un patrén proteico (especifico para
cada kit de ensayo) en cada placa para asegurar la buena calidad de ensayo. Solamente se eligieron ensayos con
curvas patrén de proteinas que tenian un valor R?> 0,9 para andlisis de datos

Adhesion celular y quimiotaxis

Descripcion del Ensayo Numero de Ensayo
Adhesion celular de monocito THP 1/ Célula endotelial de vena umbilical humana =
(HUVEC)
Hepatocito humano (células HepG2C3a) (liberacién de ICAM) F2
Regulaciéon de la adhesion celular de células endoteliales microvasculares F3
pulmonares humanas (HLMVEC) (liberacién de ICAM)
Regulacién de la adhesién celular de células endoteliales de la vena umbilical Fa
humana (HUVEC) (liberacion de VCAM)
Regulacién de la adhesion celular de células madre mesenquimales humanas F5
(hMSC) (Liberacién de ICAM)
Regulacién de la adhesion celular de células del musculo esquelético humano 6
(hSKMC) (Liberacién de ICAM)
Regulacién de la adhesion celular de células de musculo liso de arteria pulmonar E7
humana (hPASMC) (liberacién de VCAM)

Se realizé analisis de datos para ensayos de regulacion de adhesién celular dividiendo el valor numérico en el
pocillo de ensayo por el valor de PBS promedio para la placa de ensayo. Se considerd que los polipéptidos de
AARS eran un modulador de la adhesion celular o un regulador de la biologia relacionada con la adhesién celular
si se obtuvo un valor a mas de 2 DT de distancia del valor de PBS en la direccién positiva o negativa. En el caso
de los ensayos de ELISA, se proceso un patrén proteico (especifico para cada kit de ensayo) en cada placa paral
asegurar la buena calidad de ensayo. Solamente se seleccionaron ensayos con curvas patron de proteinas que
tenian un valor R2 > 0,9 para analisis de datos.
Diferencia cion Celular

Descripcion del Ensayo Nimero de Ensayo
Diferenciacion de células preadipociticas humanas (hPAD) Gl
Diferenciacion de células de musculo esquelético humano (hSKMC) G2
Diferenciacién de células madre mesenquimales humanas (hMSC) G3
Diferenciacién de células de musculo liso de arteria pulmonar humana (hPASMC) G4
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Se realizé andlisis de datos para ensayos de diferenciacién celular dividiendo el valor numérico en el pocillo de|
ensayo por el valor de PBS promedio para la placa de ensayo. Los ensayos de diferenciacion se puntuaron
basandose en la intensidad de fluorescencia de anticuerpos particulares como se describe en la seccion de
métodos. Se considerd que los polipéptidos de AARS eran un modulador de la diferenciacion celular si un valor de
intensidad para un marcador especifico de diferenciacion estaba a mas de 2 DT de distancia del valor de PBS en
la direccién positiva o negativa en un pocillo tratado dado.

Unién Celular

Descripcion del Ensayo Numero de Ensayo
PBMC H1
Linfocito T primario H2
Linfocito B primario H3
Monaocito primario H4
HepG2 H5
3T3L1 H6
C2C12 H7
THP1 H8
Jurkat H9
Raji H10

Se consideré que los polipéptidos de AARS se unian con un tipo celular particular si la intensidad de fluorescencial
unida a células media estaba a mas de 2 DT de distancia de los valores de control del reactivo para ese tipo
celular.

Tabla E7
Resultados de Estudios de Perfiles Funcional de Polip éptidos de AARS
Polipéptidos de Localizacion de . .
AARS marcador Epit6pico Concentracion [nM] Aciertos de Ensayo
HisRS1M N-terminal 250 D1 (Biologia de receptor de tipo Toll)

E12, E14 (Liberacion de citocinas)
G1 (Diferenciacion celular)

HisRS1N? N-terminal 250 C2 (Estallido oxidativo de neutrdfilo)
El, E7, E13 (Liberacién de citocinas)
F2 (Adhesién celular y quimiotaxis)

HisRS1N3 N-terminal 250 A7 (Proliferacion)

E1, E7 (Liberacion de citocinas)

F5, F6 (Adhesion celular y quimiotaxis)
G3 (Diferenciacion celular)

HisRS1N4 C-terminal 250 A7 (Proliferacion)
D1 (Biologia de receptor de tipo Toll)
HisRS1N® N-terminal 250 C2 (Estallido oxidativo de neutrofilo)

D2 (Biologia de receptor de tipo Toll)

E7, E10, E11, E12 (Liberacion de citocinas)
F2, F6 (Adhesion celular y quimiotaxis)

G1 (Diferenciacion celular)

HisRS1¢! N-terminal 250 F2 (Adhesion celular y quimiotaxis)
G1 (Diferenciacion celular)
HisRS1¢! C-terminal 250 E1, E9, E11 (Liberacion de citocinas)
G1, G3 (Diferenciacion celular)
HisRS1¢2 N-terminal 250 D1 (Biologia de receptor de tipo Toll)
E11l, E12, E14 (Liberacién de citocinas)
HisRS1¢4 N-terminal 250 A6 (Proliferacion)

B1 (Captacion de Ac-LDL)

D1 (Biologia de receptor de tipo Toll)
E11, E12, E14 (Liberacion de citocinas)
G1, G2 (Diferenciacion celular)

HisRS1¢6 N-terminal 250 A3 (Proliferacion)

C2 (Estallido oxidativo de neutr6filo)

D1, D2 (Biologia de receptor de tipo TLR)
F2 (Adhesién celular y quimiotaxis)

HisRS1¢7 N-terminal 250 C2 (Estallido oxidativo de neutrofilo)

D1, D2 (Biologia de receptor de tipo TLR)
F2, F6 (Adhesion celular y guimiotaxis)
HisRS1¢8 C-terminal 250 A4, A7 (Proliferacion)

E11 (Liberacion de citocinas)
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HisRS1¢° C-terminal 250 A4 (Proliferacion)

B1 (Captacion de Ac-LDL)

D1 (Biologia de receptor de tipo TLR)

El, E8, E11, E12, E13 (Liberacion de
citocinas)

F3, F6 (Adhesion celular y quimiotaxis)

G3 (Diferenciacion celular)

HisRS1¢10 N-terminal 250 E1 (Liberacion de citocinas)

HisRS1" N-terminal 250 D1 (Biologia de receptor de tipo Toll)
E12, E14 (Liberacion de citocinas)
G1 (Diferenciacion celular)

Se concluye que HisRS1N! (aminoacidos 1-141 ), HisRS1N? (aminoacidos 1-408), HisRS1N® (aminoacidos 1-113),
HisRS1N* (aminoacidos 1-60), HisRS1N® (aminoacidos 1-244+26 aa), HisRS1''(aminoacidos 191-333), HisRS1¢!
(aminoacidos 405-509), HisRS1¢2 (aminoacidos 1-60 + 175-509), HisRS1%* (aminoacidos 1-100 + 211-509),
HisRS1¢® (aminoacidos 1-60 + 101-509 ), HisRS1¢7 (aminoacidos 1-100 + 175-509 ), HisRS1¢® (aminoéacidos 1-60 +
399-509 ), HisRS1®° (aminoacidos 1-100 + 399-509) y HisRS1¢° (aminoacidos 369-509) parecen ser reguladores
importantes de la proliferacién, diferenciacion, liberacion de citocinas, activacion de neutrofilos, adhesion celular y
quimiotaxis. Debe observarse que en muchos casos las proteinas de fusion N y C-terminales tienen patrones de
actividad diferenciales en los experimentos de perfiles de transcripcién, asi como en los experimentos de exploraciéon
fenotipica. Los datos son coherentes con la hipétesis de que para estos polipéptidos de AARS, la nueva actividad
bioldgica se suprime cuando el polipéptido de AARS es parte de la ARNt sintetasa intacta o esta fusionado de forma
traduccional en uno de los extremos con otra proteina, pero que esta actividad biol6gica se revela cuando los
polipéptidos de AARS tienen un extremo amino o carboxilo libre.

En consecuencia se concluye que los polipéptidos de AARS que comprenden cualquiera de las secuencias de
aminoacidos enumeradas anteriormente definen los limites aproximados (es decir en el intervalo de
aproximadamente +/- 5 aminoacidos) de una serie de dominios de polipéptidos de AARS altamente activos, nuevos,
gue son i) altamente funcionalmente activos, ii) pueden prepararse facilmente y producirse en E. coli, y iii) muestran
caracteristicas de estabilidad y agregacién de proteinas favorables.

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, DE DIAGNOSTICO Y DE
ANTICUERPOS RELACIONADAS CON FRAGMENTOS DE PROTEINAS DE HISTIDIL-ARNT SINTETASAS

<130> 120161,450PC

<140> PCT
<141> 12-07-2011

<150> US 61/363,581
<151> 12-07-2010

<150> US 61/363,585
<151> 12-07-2010

<150> US 61/363,587
<151> 12-07-2010

<160> 113
<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0
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<210>1

<211>77

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 1

aggaggtaaa acatatgeat catcatcate atcacggtaa goctatecet aacectttge 690
teggtetega ttetacy

<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>
<223> Oligonucleétido

<400> 3
aggagataaa acatatg 17

<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> Oligonucleétido

<400> 5
aggagataaa acat

<210>6

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2653 718 T3
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<223> Oligonucleétido

<400> 6
gaaggagata tacat 15

<210>7

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400>7

ggtaagecta tecctaacce tctcoecteggt ctegatteta cgeaccacca tcatcaceat 60

taatgacteg ag

<210>8

<211>72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 8

catatgeate atcatcatca tcacggtaag cctateceta acectctcet cggtctegat 60

tctacgggat <o

<210>9

<211>12

<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

ES 2653 718 T3
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ctegagggta agectatceee taaccoctete cteggteteg attetacgea ccaccaccac 60

caccactaat ga

<210> 12

<211> 141

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Ala Glu Arg Ala

Arg Val Arg Gly
20
Val Ala
35

Lys

Glu Glu Lys

Glu Ser Gln Lys

Tyr Ser Pro Gln

65
Ile

Arg

Arg Cys Phe Lys

85

Phe Glu Leu Lys Glu

100
Leu Ile Tyr Asp
115
Leu Thr Val

Tyr Asp

130

<210> 13

<211> 423

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 13

Ala Leu

Lys Gln

Leu Leu

Phe Val
55
Ala
70
Arg His

Thr Leu

Lys Asp

Glu
Gln
Lys
40

Val

Gly

Gln

Glu Leu
10
Lys Ala
25
Leu Lys

Lys Thr

Arg Glu

Val
Ser
Ala
Pro

Lys

Lys

Ala Glu

Gln Leu
45
Lys Gly
60

Val Phe

75

Ala Glu
20
Gly Lys
105

Gly Gly

120

Phe
135

Pro

Ala

Arg Tyr

val
Tyr
Glu

Leu

Ile Asp

Gly Glu

Leu Leu
125
Ala Met

140

Gln Gly Glu
15

Leu Ile Glu

30

Gly

Pro Asp

Thr Arg Asp
Ile
80

Val

Asp Val

Thr Pro
95

Asp Ser
110
Ser

Lys

Leu Arg

72

atggcagagce gtgcggeget ggaggagetg gtgaaacttc agggagageg cgtgogagge 60

ctcaagcagc
ctgaaggcac
ggcacaagag
atcegttget
gaaacactga
ggcggggage
atg

agaaggccag
agctgggtce
actatagtce
tcaagegeca
tgggaaagta
teetgtecet

<210> 14

<211> 408

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 14

cgcocgagetg
tgatgaaagc
coggcagatg
cggtgcagaa
tggggaagac
tegetatgac

atcgaggagg
aaacagaaat
gcagttcgeg
gtcattgata
teccaagetta
ctecactgtte

128

aggtggcgaa
ttgtgctcaa
agaaggtgtt
cacctgtatt
tctatgaccet
cttttgeteg

actcctgaaa
aacccccaag
tgacgtaatc
tgaactaaag

gaaggacecag
gtatttggea

129
180
24Q
300
360
420
423



Met
Arg
Glu
Glu
Tyr
65

Ile
Phe
Leu
Tyr
Thr
145
Pro
Asp
Lys
Val
Gly
225
Leu
Lys
Gln
Leu
Leu
305
Asp
Glu
Gly
Met
Gly

385
Glu

<210> 15
<211> 1224
<212> ADN

Ala
Val
Glu
Ser
50

Ser
Arg
Glu
Ile
Asp
130
Asn
Ala
Ile
Ile
Lys
210
Val
Asp
Gly
His
Ser
290
Phe
Leu
Ala
Val
Phe
370

val

Glu

Glu
Arg
Val
35

Lys
Pro
Cys
Leu
Tyr
115
Leu
Ile
Met
Ala
Met
195
val
Ser
Lys
Leu
Gly
275
Gln
Glu
Ser
Val
Gly
355
Asp

Glu

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 15

Arg
Gly
20

Ala
Gln
Arg
Phe
Lys
100
Asp
Thr
Lys
Thr
Gly
180
Cys
Asn
Asp
Val
Ala
260
Gly
Asn
Tyr
Leu
Leu
340
Ser
Pro

Arg

Ile

Ala
Leu
Lys
Lys
Gln
Lys
85

Glu
Leu
Val
Arg
Arg
165
Asn
Glu
Asp
Ser
Ser
245
Pro
val
Lys
Leu
Ala
325
Leu
val
Lys

Ile

Arg

ES 2653 718 T3

Ala
Lys
Leu
Phe
Met
70

Arg
Thr
Lys
Pro
Tyr
150
Gly
Phe
Ile
Arg
Lys
230
Trp
Glu
Ser
Gln
Thr
310
Arg
Gln
Ala
Gly
Phe

390
Thr

Leu
Gln
Leu
vVal
55

Ala
His
Leu
Asp
Phe
135
His
Arg
Asp
Leu
Arg
215
Phe
Glu
Val
Leu
Ala
295
Leu
Gly
Thr
Ala
Arg
375

Ser

Thr

Glu
Gln
Lys
40

Leu
Val
Gly
Met
Gln
120
Ala
Ile
Tyr
Pro
Ser
200
Ile
Arg
Glu
Ala
Val
280
Leu
Phe
Leu
Pro
Gly
360
Lys

Ile

Glu

Glu
Lys
25

Leu
Lys
Arg
Ala
Gly
105
Gly
Arg
Ala
Arg
Met
185
Ser
Leu
Thr
Val
Asp
265
Glu
Glu
Gly
Asp
Ala
345
Gly

Val

Val

405

129

Leu
10

Ala
Lys
Thr
Glu
Glu
80

Lys
Gly
Tyr
Lys
Glu
170
Ile
Leu
Asp
Ile
Lys
250
Arg
Gln
Gly
Ile
Tyr
330
Gln
Arg

Pro

Glu

Val
Ser
Ala
Pro
Lys
75

Val
Tyr
Glu
Leu
val
155
Phe
Pro
Gln
Gly
Cys
235
Asn
Tle
Leu
Leu
Asp
315
Tyr
Ala
Tyr
Cys

Gln
395

Lys
Ala
Gln
Lys
60

Val
Ile
Gly
Leu
Ala
140
Tyr
Tyr
Asp
Ile
Met
220
Ser
Glu
Gly
Leu
Gly
300
Asp
Thr
Gly
Asp
Val

380
Arg

Leu
Glu
Leu
45

Gly
Phe
Asp
Glu
Leu
125
Met
Arg
Gln
Ala
Gly
205
Phe
Ser
Met
Asp
Gln
285
Asp
Lys
Gly
Glu
Gly
365
Gly

Leu

Gln
Leu
30

Gly
Thr
Asp
Thr
Asp
110
Ser
Asn
Arg
Cys
Glu
190
Asp
Ala
Val
Val
Tyr
27Q
Asp
Leu
Ile
val
Glu
350
Leu

Leu

Glu

Gly
Ile
Pro
Arg
Val
Pro
95

Ser
Leu
Lys
Asp
Asp
175
Cys
Phe
Ile
Asp
Gly
255
Val
Pro
Lys
Ser
Ile
335
Pro
Val

Ser

Ala

Glu
Glu
Asp
Asp
Tle
80

Val
Lys
Arg
Leu
Asn
160
Phe
Leu
Leu
Cys
Lys
240
Glu
Gln
Lys
Leu
Phe
320
Tyr
Leu
Gly

Tle

Leu
400
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atggcagagc
ctcaagcagce
ctgaaggcac
ggcacaagag
atccgttget
gaaacactga
ggcggggage
atgaataaac
ccagccatga
aactttgatce
tcactteaga
tttgetatet
ctggacaagg
cctgaggtgg
gaacagctgc
gacctgaagt
gacctgagcc
ctacagacce
ggacgctatyg
gggctcagea

gaggagaaga

gtgecggeget
agaaggccag
agctgggtce
actatagtcce
tcaagcgeca
tgggaaagta
tcectgtcoect
tgaccaacat
ceegtggeeg
cecatgatecce
taggegactt
gtggtgttte
tgtcctggga
ctgaccgecat
tccaggatcece
tgctectttga
ttgctogagyg
cagcccagge
atgggetagt

ttggggtgga
tacggacecac

ES 2653 718 T3

ggaggagcetg
cgeocgagetg
tgatgaaagec
ccggcagatg
cggtgcagaa
tggggaagac
tegetatgac
taaacgctac
ataccgggaa
tgatgcagag
cctggtcaag
tgacagcaag
agaggtgaag
tggggactat
taaactatcc
gtacctgacc
gctggattac
aggggaagayg
gggcatgtte
goeggatttte

ggag

gtgaaacttc
atcgaggagg
aaacagaaat
gcagtteogeg
gtcattgata
tccaagectta
ctecactgtte
cacatagcaa
ttetaccagt
tgcectgaaga
gtaaacgatc
tteecgtacca
aatgagatgg
gtccagcaac
caaaacaagc
ctatttggeca
tacactgggg
ccectgggtyg
gacccocaaaqg

tecategtgyg

agggagagceyg
aggtggcgaa
ttgtgctcaa
agaaggtgtt
cacctgtatt
tctatgacct
cttttgcteg
aggtatatcg
gtgattttga
tecatgtgega
gacgcatteot
tetgeotecte
tgggagagaa
atggtggggt
aggccttgga
ttgatgacaa
tgatctatga
tgggcagtgt
ggcgeaaggt
aacagagact

cgtgcgaggce
actcctgaaa
dacccccaag
tgacgtaatc
tgaactaaag
gaaggaccaq
gtatttggca
gocgggataac
cattgctggg
gatecctgagt
agatgggatg
agtagacaag
gggoccttgca
atccocctggtyg
gggcctggga
aatctcecttt
ggcagtgetyg
ggctgctgyga
gocatgtgtyg
agqaggetttg

<210> 16

<211>12

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 16

Ala Ser Ala Glu Gln Ile Glu Glu Glu Val Thr Lys
1 5 10

<210> 17

<211>49

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 17

Leu Leu Lys Leu Lys Ala Gln Leu Gly Gln Asp Glu Gly Lys Gln Lys

1 5 10 15
Phe Val Leu Lys Thr Pro Lys Gly Thr Arg Asp Tyr Ser Pro Arg Gln
20 25 30
Met Ala Val Arg Glu Lys Val Phe Asp Val Ile Ile Arg Cys Phe Lys
35 40 45

Arg
<210> 18
<211> 14
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 18

His Gly Ala Glu Val Ile Asp Thr Pro Val Phe Glu Leu Lys
1 5 10

<210> 19
<211>18
<212> PRT

130

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1224
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<213> Mus musculus

<400> 19

Glu Thr Leu Thr Gly Lys Tyr Gly Glu Asp Ser Lys Leu Ile Tyr Asp
1 5 10 15
Leu Lys

<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20

Asp Gln Gly Gly Glu Leu Leu Ser Leu Arg
1 5 10

<210>21

<211>103

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

Ala Ser Ala Glu Gln Ile Glu Glu Glu Val Thr Lys Leu Leu Lys Leu

1 5 10 15
Lys Ala Gln Leu Gly Gln Asp Glu Gly Lys Gln Lys Phe Val Leu Lys
20 25 30
Thr Pro Lys Gly Thr Arg Asp Tyr Ser Pro Arg Gln Met Ala Val Arg
35 40 45
Glu Lys Val Phe Asp Val Ile Ile Arg Cys Phe Lys Arg His Gly Ala
50 55 60
Glu Val Ile Asp Thr Pro Val Phe Glu Leu Lys Glu Thr Leu Thr Gly
65 70 75 80
Lys Tyr Gly Glu Asp Ser Lys Leu Ile Tyr Asp Leu Lys Asp Gln Gly
85 20 95
Gly Glu Leu Leu Ser Leu Arg
100
<210> 22
<211>14
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 22
His Gly Ala Glu Val Ile Asp Thr Pro Val Phe Glu Leu Lys
1 5 10
<210> 23
<211> 166
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23
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Glu Thr

Leu Lys

Val Pro

50
Arg Gly
65
Gln Phe

Glu Ile
Asp Arg

Ser Lys
130

Ser Trp

145

Pro Glu

<210> 24
<211> 22
<212> PRT

Len

Asp

Phe
35

His
Arg
Asp
Leu
Arg
115
Phe
Glu

Val

<213> Mus musculus

<400> 24

Thr
Gln
20

Ala
Ile
Tyr
Pro
Ser
100
Ile
Arg

Glu

Ala

Gly

Gly

Arg
Ala
Arg
Met
85

Ser
Leu
Thr

Val

Asp
165

Ile Gly Asp Tyr Val

1

5

Leu Leu Gln Asp Preo

<210> 25
<211> 202
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

20
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Lys

Gly

Tyr
Lys
Glu
70

Ile
Leu
Asp
Ile
Lys

150
Arg

Tyr

Glu

Leu
Val
55

Phe
Pro
Gln
Gly
Cys

135
Asn

Gly

Leu

Ala
40

Tyr
Tyr
Asp
Ile
Met
120

Ser

Glu

Glu
Leu
25

Met
Arg
Gln
Ala
Gly
105
Phe

Ser

Met

Asp
10
Ser

Asn
Arg
Cys
Glu
90

Asn
Ala

Val

Val

Ser

Leu

Lys
Asp
Asp
75

Cys
Phe
Val

Asp

Gly
155

Lys

Arg

Leu
Asn
60

Phe
Len
Leu
Cys
Lys

140
Glu

Len

Tyr

Thr
45

Pro
Asp
Lys
Val
Gly
125

Leu

Lys

Ile
Asp
30

Asn
Ala
Ile
Ile
Lys
110
Val
Asp

Gly

Tyr
15
Leu

Ile
Met
Ala
Met
85

Val
Pro
Lys

Len

Asp

Thr

Lys
Thr
Gly
80

Cys
Asn
Asp

Val

Ala
160

Gln Gln His Gly Gly Val Ser Leu Val Glu Gln

Lys

132
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His Gly
Leu Thr
Asp Gln

Phe Ala
50

His Ile

65

Arg Tyr

Asp Pro
Leu Ser

Arg Ile
130

Phe Arg

145

Glu Glu

Val Ala

Leu Val

<210> 26

<211> 60

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 26

Met Ala
1
Arg Val

Glu Glu

Glu Ser
50

<210> 27
<211>180

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

Ala
Gly
Gly
35

Arg
Ala
Arg
Met
Ser
115
Leu
Thr
Val

Asp

Glu
195

Glu
Arg
Val

35
Lys

Glu
Lys
20

Gly
Tyr
Lys
Glu
Ile
100
Leu
Asp
Ile
Lys
Arg

180
Gln

Arg
Gly
20

Ala

Gln

Val
Tyr
Glu
Leu
val
Phe
85

Pro
Gln
Gly
Cys
Asn
165

Ile

Leu

Ala
Leu
Lys

Lys
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Ile
Gly
Leu
Ala
Tyr
70

Tyr
Asp
Ile
Met
Ser
150
Glu

Gly

Leu

Ala
Lys
Leu

Phe

Asp
Glu
Leu
Met
55

Arg
Gln
Ala
Gly
Phe
135
Ser
Met

Asp

Gln

Leu
Gln
Leu

Val
55

Thr
Asp
Ser
40

Asn
Arg
Cys
Glu
Asn
120
Ala
Val
Val
Tyr

Asp
200

Glu
Gln
Lys

40
Leu

Pro
Ser
25

Leu
Lys
Asp
Asp
Cys
105
Phe
Val
Asp
Gly
Val

185
Pro

Glu
Lys
25

Leu

Lys

Val
10

Lys
Arg
Leu
Asn
Phe
90

Leu
Leu
Cys
Lys
Glu
170
Gln

Lys

Leu
10
Ala

Lys

Thr

Phe
Leu
Tyr
Thr
Pro
75

Asp
Lys
Val
Gly
Leu
155

Lys

Gln

Val
Ser
Ala

Pro

Glu
Ile
Asp
AsSn
60

Ala
Ile
Tle
Lys
Val
140
Asp

Gly

His

Lys
Ala
Gln

Lys
60

Leu
Tyr
Leu
45

Ile
Met
Ala
Met
Val
125
Pro
Lys

Leu

Gly

Leu

Glu

Lys
Asp
Thr
Lys
Thr
Gly
Cys
110
Asn
Asp
Val

Ala

Gly
190

Gln

Glu
15

Leu
Val
Arg
Arg
Gln
95

Glu
Asp
Ser
Ser
Pro

175
val

Gly
15

Thr
Lys
Pro
Tyr
Gly
80

Phe
Ile
Arg
Lys
Trp
160
Glu

Ser

Glu

Leu Ile Glu

30

Leu Gly Pro Asp

45

atggcagage gtgecggeget ggaggagetg gtgaaactte agggagageg cgtgegagge 60
ctcaagcage agaaggecaqg cgcegagetg ategaggagg aggtggegaa actecetgaaa 120
ctgaaggeac agetgggtece tgatgaaage aaacagaaat ttgtgetcaa aacceccaag 180

<210> 28

<211> 270

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 28
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Met Ala

Arg Val

Glu Glu

Glu Ser
50
Tyr Ser
65
Ile Arg

Phe Glu

Leu Ile

Tyr Asp
130
Thr Asn
145
Pro Ala

Asp Ile

Lys Ile

Val Lys
210
Gly Vval
225

Leu Asp

Asn Tyr

Glu Arg

Arg Gly
20
Val Ala
35
Lys Gln

Pro Arg

Cys Phe

Leu Lys
100
Tyr Asp
115
Leu Thr

Ile Lys=

Met Thr

Ala
Leu
Lys
Lys
Gln
Lys
85

Glu

Leun

Val

Arg

ES 2653 718 T3

Ala Leu

Lys Gln

Leu Leu

Glu
Gln

Lys

Glu Leu
10
Lys Ala
25

Leu Lys

40

Phe Val
55
Met Ala
70
Arg His

Thr Leu

Lys Asp

Leu
val
Gly
Met

Gln

Lys Thr

Arg Glu

2la Glu
90
Gly Lys
105

Gly Gly

120

Phe
135
His

Pro

Tyr
150

Gly Arg

165

Ala Gly
180
Met Cys
1385
Val Asn

Ser Asp

Lys Val

Asn
Glu
Asp

Ser

Gly

Phe Asp

Ile Leu

Ala
Ile
Tyr
Pro

Ser

Arg Tyr

Ala Lys
Glu
170
Ile

Arg

Met
185

Ser Leu

200

Arg
215
Lys Phe

230

Tyr Pro

245

Pro Lys

260

Thr

Ser Arg

Ile

Arg

Trp

Pro

Leu Asp

Thr Ile

Asn
250
Arg

Trp

Trp
265

Val Lys Leu

Ser Ala Glu

Ala Gln Len

45

Pro Lys Gly

60

Lys Val Phe

75
Val

Ile Asp

Tyr Gly Glu

Glu Leu
125
Met

Leu

Ala
140
Tyr

Leu

Val
155
Phe

Arg

Tyr Gln

Pro Asp Ala

Gln Ile Gly
205
Met Fhe
220

Ser

Gly

Cys Ser

235

Ser Cys Ser

Ala Trp Glu

<210> 29

<211> 813

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 29

atggcagagc
ctcaagcagc
ctgaaggcac
ggcacaagag
ateccgttget
gaaacactga
ggcggggage
atgaataaac
ccagecatga
aactttgatc
tcacttcaga
tttgctatct

ctggacaagg
acaagcaggc

gtgeggeget
agaaggccag
agctgggtcce
actatagtcc
tecaagegeca
tgggaaagta
tectgtecct
tgaccaacat
ceegtggecy
ccatgatccc
taggcgactt
gtggtgtttc
tggggtatcc
cttggagggce

ggaggagcty
cgccgagetg
tgatgaaagce
coggcagatyg
cggtgcagaa
tggggaagac
tegetatgac
taaacgctac
ataccgggaa
tgatgcagag
cctggtcaag
tgacagcaag
ctggtggaac
ctgggagacc

gtgaaacttc
atcgaggagy
aaacagaaat
geagttegeg
gtecattgata
tecaagetta
cteactgtte
cacatageaa
ttetaccagt
tgcctgaaga
gtaaacgatc
ttccgtacca
agctgctcca
tga

agggagagcg
aggtggcgaa
ttgtgctcaa
agaaggtgtt
cacctgtatt
tetatgacet
cttttgeteg
aggtatateg
gtgattttga
tcatgtgcga
gacgcattct
tctgecteete
ggatcctaaa

<210> 30
<211>50
<212> ADN

134

Gln Gly
15
Leu Ile
30
Gly Pro

Thr Arg

Asp Val

Thr Pro
95

Asp Ser
110
Ser Leu

Asn Lys

Arg Asp

Glu
Glu
Asp
Asp
Ile
g0

Val
Lys
Arg

Leu

Asn

160

Cys Asp
175
Glu Cys
130
Asp Phe

Ala Ile

val Asp

Phe
Leu
Leu
Cys

Lys

240

Ile
255
Thr
270

Arg

cgtgcgagge
actcctgaaa
aacccccaag
tgacgtaatc
tgaactaaaqg
gaaggaceaq
gtatttggca
gegggataac
cattgctggy
gatcctgagt
agatgggatqg
agtagacaag
ctatcccaaa

Leu

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
813
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15

20

25

30

35

40

45

<213> Homo sapiens

<400> 30

ES 2653 718 T3

gaaatttgtg ctcaaaaccc ccaagtagag acgaggtttc accatgttgg

<210> 31

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

<210> 32

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32

Lys Phe Val Leu Lys Thr Pro Lys

1

5

ctcctcagta gacaagcetgg acaaggtggg gtatcectgg tggaacagct

<210> 33

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

50

50

Ser Ser Val Asp Lys Leu Asp Lys Val Gly Tyr Pro Trp Trp Asn Ser

1

<210> 34

<211>113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Met Ala Glu
1
Arg Val Arg

Glu Glu Val
35
Glu Ser Lys
50
Tyr Ser Pro
65
Ile Arg Cys

Phe Glu Leu
Leu

<210> 35

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35

Arg
Gly
20

Ala
Gln
Arg

Phe

Lys
100

S

Ala

Leu
Lys
Lys
Gln
Lys

85
Glu

Ala
Lys
Leu
Phe
Met
70

Arg

Thr

Leu
Gln
Leu
Val
55

Ala
His

Leu

Glu
Gln
Lys
40

Leu

Val

Met

135

Glu
Lys
25

Leu
Lys
Arg

Ala

Gly
105

10

Leu
10

Ala
Lys
Thr
Glu
Glu

90
Lys

val
Ser
Ala
Pro
Lys
75

Val

Tyr

Lys
Ala
Gln
Lys
60

Val

Ile

Gly

Leu
Glu
Leu
45

Gly
Phe

Asp

Glu

Gln
Leu
30

Gly
Thr
Asp

Thr

Asp
110

15

Gly
15

Ile
Pra
Arg
val
Pro

95
Ser

Glu
Glu
Asp
Asp
Ile
80

val

Lys



atggcagagce
cteaagcage
ctgaaggeac
ggcacaagaqg
ateegttget
gaaacactga

gtgcggeget
agaaggecag
agctgggtec
actatagtece
tcaagageca

tgggaaagta

ES 2653 718 T3

ggaggagetg
cgecgagetyg
tgatgaaage
coggcagatyg
dggtgcagaa
tggggaagac

gtgaaactte
atecgaggagy
aaacagaaat
gcagttegeg
gteattgata
tccaagcett

agggagagcyg
aggtggcgaa
ttgtgetcaa
agaaggtgtt
cacctgtatt

cgtgegagge
actcctgaaa
aacccoccaag
tgacgtaate
tgaactaaag

60

120
180
240
300
339

<210> 36

<211> 165

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 36

Met His His His His His His Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu

Gly Leu Asp Ser Thr Gly Ser Ala Glu Arg Ala Ala Leu Glu Glu Leu
20 25 30
Leu Gln Gly Glu Arg Val Arg Gly Leu Lys Gln Gln
35 40 45
Ala Glu Leu Ile Glu Glu Glu Val Ala Lys Leu Leu
50 55 60
Ala Gln Leu Gly Pro Asp Glu Ser Lys Gln Lys Phe Val Leu Lys Thr
65 70 75 80
Prc Lys Gly Thr Arg Asp Tyr Ser Pro Arg Gln Met Ala Val Arg Glu
85 90 95
Val Ile Ile Arg Cys Phe Lys Arg His Gly Ala
105 110

Leu Met

Val Lys Lys Ala

Ser Lys Leu Lys

Lys Val Phe Asp Glu

100

Val Ile Thr Val Phe Glu Thr

120
Ile

Glu Leu
125

Asp

Asp Pro
115

Glu

Lys Gly Lys

Leu Leu Gln
135

Tyr

Tyr Gly Ser
130

Leu

Asp Lys Tyr Asp Lys

140
Pro

Gly Gly

Glu
145

Thr Val

155

Leu Ser Leu Arg Leu Phe Ala

150

Asp Arg Tyr

160

Leu Ala Met Leu Glu
165

<210> 37

<211> 165

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 37

136



10

Met
Gly
Ile
Pro
Arg
65

Val
Pro
Ser
Leu
Glu

145
His

<210> 38
<211> 432
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
Glu
Glu
Asp
50

Asp
Ile
val
Lys
Arg
130
Gly

His

Ser
Arg
Glu
35

Glu
Tyr
Ile
Phe
Leu
115
Tyr

Lys

His

Ala
Val
20

Glu
Ser
Ser
Arg
Glu
100
Ile
Asp

Pro

His

Glu
Arg
val
Lys
Pro
Cys
85

Leu
Tyr
Leu

Ile

His
165

ES 2653 718 T3

Arg
Gly
Ala
Gln
Arg
70

Phe
Lys
Asp

Thr

Pro
150

Ala
Leu
Lys
Lys
55

Gln
Lys
Glu
Leu
Val

135
Asn

Ala
Lys
Leu
40

Phe
Met
Arg
Thr
Lys
120

Pro

Pro

Leu
Gln
25

Leu
val
Ala
His
Leu
105
Asp
Phe

Leu

Glu
10

Gln
Lys
Leu
Val
Gly
Met
Gln

Ala

Leu

Glu
Lys
Leu
Lys
Arg
75

Ala
Gly
Gly

Arg

Gly
155

Leu
Ala
Lys
Thr
60

Glu
Glu
Lys
Gly
Tyr

140
Leu

Val
Ser
Ala
45

Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
125

Leu

Asp

Lys
Ala
30

Gln
Lys
Val
Tle
Gly
110
Leu

Ala

Ser

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 38

Met
1
Gly
Val
Ser
Ala

65

Pro
Lys
Val

Tyr

His
Leu
Lys
Ala
50

Gln
Lys
Val
Ile

Gly

His
Asp
Leu
35

Glu
Leu
Gly
Phe
Asp

115
Glu

His
Ser
20

Gln
Leu
Gly
Thr
Asp
100
Thr

Asp

His
Thr
Gly
Ile
Pro
Arg
Val
Pro

Ser

His
Gly
Glu
Glu
Asp
70

Asp
Ile
Val

Lys

His
Ser
Arg
Glu
55

Glu
Tyr
Ile
Phe

Leu

Gly

Ala

Lys

Glu
25

Val Arg

40

Glu Val

Ser
Ser
Arg
Glu

120
Ile

137

Lys
Pro
Cys
105

Leu

Tyr

Pro
10

Arg
Gly
Ala
Gln
Arg
Phe
Lys

Asp

Ile
Ala
Leu
Lys
Lys
75

Gln
Lys
Glu

Leu

Pro
Ala
Lys
Leu
60

Phe
Met
Arg
Thr

Lys

Asn
Leu
Gln
45

Leu
Val
Ala
His
Leu

125
Asp

Pro
Glu
30

Gln
Lys
Leu
Val
Gly
110
Met

Gln

Leu
15

Glu
Leu
Gly
Phe
Asp
Glu
Leu

Met

Thr

Leu
15

Glu
Lys
Leu
Lys
Arg
Ala
Gly

Gly

Gln
Leu
Gly
Thr
Asp
80

Thr
Asp
Ser

Leu

His
160

Leu
Leu
Ala
Lys
Thr
80

Glu
Glu
Lys

Gly



10

Glu
145
Leu
val
Phe
Pro
Gln
225
Gly
Cys
Asn
Ile
Leu
305
Leu
Asp
Tyr
Ala
Tyr
385
Cys

Gln

<210> 39
<211> 432
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 39

130
Leu

Ala
Tyr
Tyr
Asp
210
Ile
Met
Ser
Glu
Gly
290
Leu
Gly
Asp
Thr
Gly
370
Asp

Val

Arg

Leu
Met
Arg
Gln
195
Ala
Gly
Phe
Ser
Met
275
Asp
Gln
Asp
Lys
Gly
355
Glu
Gly
Gly

Leu

Ser
Asn
Arg
180
Cys
Glu
Asp
Ala
val
260
val
Tyr
Asp
Leu
Ile
340
val
Glu
Leu

Leu

Glu
420

Leu
Lys
165
Asp
Asp
Cys
Phe
Ile
245
Asp
Gly
val
Pro
Lys
325
Ser
Ile
Pro
val
Ser

405
Ala

ES 2653 718 T3

Arg
150
Leu
Asn
Phe
Leu
Leu
230
Cys
Lys
Glu
Gln
Lys
310
Leu
Phe
Tyr
Leu
Gly
390
Ile

Leu

135
Tyr

Thr
Pro
Asp
Lys
215
Val
Gly
Leu
Lys
Gln
295
Leu
Leu
Asp
Glu
Gly
375
Met

Gly

Glu

Asp
Asn
Ala
Ile
200
Ile
Lys
Val
Asp
Gly
280
His
Ser
Phe
Leu
Ala
360
val
Phe

Val

Glu

138

Leu
Ile
Met
185
Ala
Met
Val
Ser
Lys
265
Leu
Gly
Gln
Glu
Ser
345
val
Gly
Asp

Glu

Lys
425

Thr
Lys
170
Thr
Gly
Cys
Asn
Asp
250
val
Ala
Gly
Asn
Tyr
330
Leu
Leu
Ser
Pro
Arg

410
Ile

Val
155
Arg
Arg
Asn
Glu
Asp
235
Ser
Ser
Pro
val
Lys
315
Leu
Ala
Leu
val
Lys
395
Ile

Arg

140
Pro

Tyr
Gly
Phe
Ile
220
Arg
Lys
Trp
Glu
Ser
300
Gln
Thr
Arg
Gln
Ala
380
Gly

Phe

Thr

Phe
His
Arg
Asp
205
Leu
Arg
Phe
Glu
val
285
Leu
Ala
Leu
Gly
Thr
365
Ala
Arg

Ser

Thr

Ala
Ile
Tyr
190
Pro
Ser
Ile
Arg
Glu
270
Ala
val
Leu
Phe
Leu
350
Pro
Gly
Lys

Ile

Glu
430

Arg
Ala
175
Arg
Met
Ser
Leu
Thr
255
val
Asp
Glu
Glu
Gly
335
Asp
Ala
Gly
val
Val

415
Leu

Tyr
160
Lys
Glu
Ile
Leu
Asp
240
Ile
Lys
Arg
Gln
Gly
320
Ile
Tyr
Gln
Arg
Pro
400
Glu

Glu



Met
Gly
Ile
Pro
Arg
Val
Pro

Ser

Leu
Lys
145
Asp
Asp
Cys
Phe
Ile
225
Asp
Gly
Val
Pro
Lys
305
Ser
Ile
Pro
Val
Ser
385
Ala

Pro

<210> 40
<211> 137
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Gly
Glu
Glu
Asp
50

Asp
Ile

Val

Lys

Arg
130
Leu
Asn
Phe
Len
Leu
210
Cys
Lys
Glu
Gln
Lys
290
Leu
Phe
Tyr
Len
Gly
370
Ile

Leu

Asn

Ser
Arg
Glu
35

Glu
Tyr
Ile

Phe

Len
115

Tyr
Thr
Pro
Asp
Lys
195
Val
Gly
Leu
Lys
Gln
275
Len
Leu
Asp
Glu
Gly
355
Met
Gly
Glu

Pro

Ala
Val
20

Glu
Ser
Ser
Arg
Glu

100
Ile

Asp
Asn
Ala
Ile
180
Ile
Lys
Val
Asp
Gly
260
His
Ser
Phe
Leu
Ala
340
Val
Phe
Val
Glu

Leu
420

Glu
Arg
Val
Lys
Pro
Cys
85

Leu

Tyr

Leu
Ile
Met
165
Ala
Met
Val
Ser
Lys
245
Len
Gly
Gln
Glu
Ser
325
Val
Gly
Asp
Glu
Lys

405
Leu

ES 2653 718 T3

Arg
Gly
Ala
Gln
Arg
70

Phe
Lys

Asp

Thr
Lys
150
Thr
Gly
Cys
Asn
Asp
230
Val
Ala
Gly
Asn
Tyr
310
Leu
Leu
Ser
Pro
Arg
390

Ile

Gly

Ala
Len
Lys
Lys
55

Gln
Lys

Glu

Len

Val
135
Arg
Arg
Asn
Glu
Asp
215
Ser
Ser
Pro
Val
Lys
295
Leu
Ala
Leu
Val
Lys
375
Ile
Arg

Leu

Ala
Lys
Len
40

Phe
Met
Arg

Thr

Lys
120

Pro
Tyr
Gly
Phe
Ile
200
Arg
Lys
Trp
Glu
Ser
280
Gln
Thr
Arg
Gln
Ala
360
Gly
Phe

Thr

Asp

Leu
Gln
25

Len
Val
Ala
Hig
Leu

105
Asp

Phe
Hig
Arg
Asp
185
Len
Arg
Phe
Glu
Val
265
Len
Ala
Leu
Gly
Thr
345
Ala
Arg
Ser

Thr

Ser
425

139

Glu
10

Gln
Lys
Len
Val
Gly
90

Met

Gln

Ala
Ile
Tyr
170
Pro
Ser
Ile
Arg
Glu
250
Ala
Val
Len
Phe
Leu
330
Pro
Gly
Lys
Ile
Glu

410
Thr

Glu
Lys
Len
Lys
Arg
75

Ala

Gly

Gly

Arg
Ala
155
Arg
Met
Ser
Leu
Thr
235
Val
Asp
Glu
Glu
Gly
315
Asp
Ala
Gly
Val
Val
395

Leu

Hisg

Leu
Ala
Lys
Thr
60

Glu
Glu
Lys

Gly

Tyr
140
Lys
Glu
Ile
Len
Asp
220
Ile
Lys
Arg
Gln
Gly
300
Ile
Tyr
Gln
Arg
Pro
380
Glu
Glu

Hisg

Val
Ser
Ala
45

Pro
Lys
Val
Tyr

Glu
125

Leu
Val
Phe
Pro
Gln
205
Gly
Cys
Asn
Ile
Len
285
Len
Asp
Tyr
Ala
Tyr
365
Cys
Gln
Gly

Hig

Lys
Ala
30

Gln
Lys
Val
Ile
Gly

110
Len

Ala
Tyr
Tyr
Asp
190
Ile
Met
Ser
Glu
Gly
270
Len
Gly
Asp
Thr
Gly
350
Asp
Val
Arg
Lys

His
430

Leu
15

Glu
Len
Gly
Phe
Asp
95

Glu

Len

Met
Arg
Gln
175
Ala
Gly
Phe
Ser
Met
255
Asp
Gln
Asp
Lys
Gly
335
Glu
Gly
Gly
Len
Pro

415
Hisg

Gln
Len
Gly
Thr
Asp
Thr
Asp

Ser

Asn
Arg
160
Cys
Glu
Asp
Ala
Val
240
Val
Tyr
Asp
Len
Ile
320
Val
Glu
Len
Len
Glu
400

Ile

Hisg
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15

20

25

<220>
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<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 40

Met
1
Gly

val
Ser
Ala
65

Pro

Lys

Val

<210>41
<211>137
<212> PRT

His
Leu
Lys
Ala
50

Gln
Lys
Val

Ile

His
Asp
Leu
35

Glu
Leu
Gly

Phe

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

His
Ser
20

Gln
Leu
Gly
Thr
Asp

100
Thr

His
5
Thr
Gly
Ile
Pro
Arg

85
Val

Pro

115

His
Gly
Glu
Glu
Asp
70

Asp

Ile

Val

His
Ser
Arg
Glu
55

Glu
Tyr
Ile

Phe

Gly Lys

Ala Glu
25
Val Arg

40

Glu Val

Ser Lys

Ser Pro

Arg Cys

105

Glu Leu

Pro
10

Arg
Gly
Ala
Gln
Arg
90

Phe

Lys

120
Tyr Gly Glu Asp Ser Lys Leu Leu Glu
130

135

Ile
Ala
Leu
Lys
Lys
75

Gln
Lys

Glu

Pro
Ala
Lys
Leu
60

Phe
Met

Arg

Thr

Asn
Leu
Gln
45

Leu
Val
Ala
His

Leu

Pro
Glu
30

Gln
Lys
Leu
Val
Gly

110
Met

Leu
15

Glu
Lys
Leu
Lys
Arg

Ala

Gly

125

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 41
Met
1
Gly
Ile
Pro
Arg
65
val
Pro

Ser
Asp
<210> 42

<211> 294
<212> PRT

Gly
Glu
Glu
Asp
50

Asp
Ile
Val
Lys

Ser
130

Ser
Arg
Glu
35

Glu
Tyr
Ile
Phe
Leu

115
Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala
Val
20

Glu
Ser
Ser
Arg
Glu
100

Leu

His

Glu
Arg
Val
Lys
Pro
Cys
85

Leu

Glu

His

Arg
Gly
Ala
Gln
Arg
70

Phe
Lys
Gly

His

Ala
Leu
Lys
Lys
55

Gln
Lys
Glu
Lys

His
135

Ala
Lys
Leu
40

Phe
Met
Arg
Thr
Pro

120
His

140

Leu
Gln
25

Leu
val
Ala
His
Leu
105
Ile

His

Glu
10

Gln
Lys
Leu
val
Gly
90

Met

Pro

Glu
Lys
Leu
Lys
Arg
75

Ala

Gly

Asn

Leu
Ala
Lys
Thr
60

Glu
Glu
Lys

Pro

Val
Ser
Ala
45

Pro
Lys
val

Tyr

Leu
12%

Lys
Ala
30

Gln
Lys
val
Ile
Gly

110
Leu

Leu
15

Glu
Leu
Gly
Phe
Asp
95

Glu

Gly

Leu
Leu
Ala
Lys
Thr
80

Glu

Glu

Lys

Gln
Leu
Gly
Thr
Asp
80

Thr

Asp

Leu
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15

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 42

Met
1
Gly
Val
Ser
Ala

65

Pro
Lys
Val
Tyr

Glu
145

Leu
Val
Phe
Pro
Gln
225
Gly
Cys
Ser

Ala

<210> 43
<211> 294
<212> PRT

His
Leu
Lys
Ala
50

Gln
Lys
Val
Ile
Gly

130
Leu

Ala
Tyr
Tyr
Asp
210
Ile
Met
Ser
Cys

Trp
290

Hisg
Asp
Leu
35

Glu
Leu
Gly
Phe
Asp
115
Glu

Leu

Met
Arg
Gln
195
Ala
Gly
Phe
Ser
Ser

275
Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 43

Hisg
Ser
20

Gln
Leu
Gly
Thr
Asp
100
Thr
Asp

Ser

Asn
Arg
180
Cys
Glu
Asp
Ala
Val
260
Arg

Thr

His
Thr
Gly
Ile
Pro
Arg
Val
Pro
Ser

Leu

Lys
165
Azp
Asp
Cys
Phe
Ile
245
Azp
Ile

Leu

ES 2653 718 T3

His
Gly
Glu
Glu
Asp
70

Asp
Ile
Val
Lys

Arg
150

Leu
Asn
Phe
Leu
Leu
230
Cys
Lys
Leu

Glu

His
Ser
Arg
Glu
55

Glu
Tyr
Ile
Phe
Leu

135
Tyr

Thr
Pro
Asp
Lys
215
Val
Gly
Leu

Aszsn

Gly
Ala
Val
a0

Glu
Ser
Ser
Arg
Glu
120
Ile

Asp

Asn
Ala
Ile
200
Ile
Lys
Val

Asp

Tyr
280

141

Lys
Glu
25

Arg
Val
Lys
Pro
Cys
105
Leu

Tyr

Leu

Ile
Met
185
Ala
Met
Val
Ser
Lys

265
Pro

Pro
10

Arg
Gly
Ala
Gln
Arg
Phe
Lys
Asp

Thr

Lys
170
Thr
Gly
Cys
Asn
Asp
250
Val

Lys

Ile
Ala
Leu
Lys
Lys
75

Gln
Lys
Glu

Leu

Val
155

Arg
Arg
Asn
Glu
Asp
235
Ser

Gly

Thr

Pro
Ala
Lys
Leu
60

Phe
Met
Arg
Thr
Lys

140
Pro

Tyr
Gly
Phe
Ile
220
Arg
Lys

Tyr

Ser

Aszsn
Leéeu
Gln
45

Leu
Val
Ala
His
Leéeu
125
Asp

Phe

His
Arg
Asp
205
Leu
Arg
Phe

Fro

Arg
285

Pro
Glu
30

Gln
Lys
Leu
Val
Gly
110
Met
Gln

Ala

Ile
Tyr
130
Pro
Ser
Ile
Arg
Trp

270
Pro

Leu
15

Glu
Lys
Leu
Lys
Arg
Ala
Gly
Gly

Arg

Ala
175
Arg
Met
Ser

Leu

Thr
255
Trp

Trp

Leu
Leu
Ala
Lys
Thr
80

Glu
Glu
Lys
Gly

Tyr
160

Lys
Glu
Ile
Leu
Asp
240
Ile

Aszn

Arg
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15

Met Gly

Gly Glu

Ile Glu

Pro Asp
50
Arg Asp
65
val Ile

Pro vVal

Ser Lys

Leu Arg
130
Lys Leu
145
Asp Asn

Asp Phe

Cys Leu

Phe Leu
210
Ile Cys
225
Asp Lys

Ile Leu

Leu Glu

Ala Glu
5

Arg

Ser

val
20
Glu

Arg

Glu
35
Glu

Val

Ser Lys

Tyr Ser Pro

Ile Arg Cys

85

Phe Glu Leu
100

Leu Ile

115

Tyr

Tyr

Asp Leu

Thr Asn Ile

Ala Met
165
Ala

Pro

Ile
180
Ile

Asp

Lys Met

195

Val Lys Val

Gly Val Ser

Leun Asp Lys

245

Asn Tyr Pro

260
Lys

Gly Pro

275

ES 2653 718 T3

Arg Ala

Gly Leu

Ala Lys

Ala
Lys

Leu

Glu
10
Gln

Leu

Gln
25

Leu Lys

40

Gln Lys
55
Arg Gln
70
Phe Lys

Lys Glu

Asp Leu

Phe
Met
Arg
Thr

Lys

Val Leu

Ala Val

Glu
Lys
Leu
Lys

Arg

Leu Val

Ala Ser

Ala
45
Pro

Lys

Thr
60

Glu Lys

75

His Gly

Leu Met
105

Asp Gln

120

Thr Val
135
Lys Arg
150
Thr Arg

Gly Asn

Cys Glu

Pro
Tyr
Gly
Phe

Ile

Phe Ala

His Ile

Ala
Gly
Gly
Arg

Ala

Glu val

Lys Tyr

Glu
125
Leu

Gly

Tyr
140

Lys Val

155

Arg Tyr
170
Asp Pro
185

Leu Ser

200

Asn Asp

215
Asp Ser
230
Val Gly

Lys Thr

Ile Pro

His His His His His His

<210> 44

<211> 432
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 44

ggatccgcag
ggtctgaaac
aaactgaaag
aaaggaaccc
atcattcgect
aaagagacac
cagggtaggtyg
gcaatgeteg

<210> 45
<211> 1233

290

aacgtgecge
agcagaaagc
cacagctggg
gtgactattc
gctttaaacg
tgatgggcaa
aactgctgag
ag

cctggaagag
aagcgctgaa
tcctgatgaa
tcctegtcaa
ccatggtgec
atatggtgag
tetgegetat

Arg
Lys
Tyr
Ser

Asn

Arg Ile

Phe Arg

Arg
Met
Ser
Leu

Thr

Glu Phe

Ile Pro

Gln
205
Gly

Leu

Asp
220

Ile Cys

235

Pro Trp
250
Arg Pro
265

Pro Leu

280

ctggtaaaac
ctgatcgaag
tcaaaacaaa
atggecegtce
gaagtgattg
gacagcaaac
gatctgacag

142

Trp
Trp

Leu

Asn Ser

Arg Ala

Gly Leu

tgcaaggega
aagaagtggc
aattegtect
gtgaaaaagt
ataccceggt
tgatttatga
ttecgtttge

Leu Gln
15

Glu

Lys

Ala
30
Gln

Leu

Leu Gly

Lys Gly Thr

Val Phe Asp

g0
Thr

Ile Asp

Gly Glu
110
Leu

Asp

Leu Ser

Ala Met Asn

Tyr Arg Arg
160
Gln Cys
175

Ala

Tyr
Asp Glu
190
Ile

Gly Asp

Met Phe Ala
Val
240

Arg

Ser Ser
Ser
255
Glu

Cys
Trp Thr
270
Asp

Ser Thr

285

goegtgttegt
gaaactgctg
gaaaactccg
gttcgacgtg
gtttgagctyg
cctgaaagat
cegttatetg

60

129
180
240
300
360
420
432
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20

25

30
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 45

ggatccgcag
ggtctgaaac
aaactgaaag
aaaggaaccc
atcatteget
aaagagacac
cagggtggtg
gcaatgaata
aatcctgcta
ggcaactttg
agcagtctge
atgttegeea
aaactggata
gceteectgaag
gttgageaac
ggagatetga
tttgacetgt
ctgctgcaaa
gggggacgtt
gtgggtctga
ctggaggaaa

aacgtgccge
agcagaaagc
cacagctggg
gtgactattce
gctttaaacg
tgatgggcaa
aactgctgag
aactgaccaa
tgacccgtgg
atccgatgat
agattggcga
tetgtggtgt
aagtgagctg
tggetgaceg
tgetgeaaga
aactgetgtt
cactggeteg
cteccagcaca
atgatggact
gtatcggtgt

aaatccgtac

cctggaagag
aagcgctgaa
tcctgatgaa
tcctegtcaa
ccatggtgeco
atatggtgag
tctgogetat
cattaaacge
tcgttategt
cecoggatget
tttecctggtg
tagegactece
ggaggaggty
tattggtgat
ccctaaactg
cgagtatctg
tggactggac
agcaggtgaa
ggtggggaty
tgagcgtatc
gaccgaactec

ctggtaaaac
ctgatcgaag
tcaaaacaaa
atggccgtcc
gaagtgattg
gacagcaaac
gatctgacag
tatcacattg
gagttctatc
gaatgcctga
aaagtcaacg
aaattcegta
aaaaacgaaa
tatgteocage
agtcagaata
accctgtteg
tattataceg
gagcctetgg
ttecgacecta
tttteccateg
gag

tgcaaggcga
aagaagtggc
aattcgtcct
gtgaaaaagt
ataccecggt
tgatttatga
tteccgtttge
ctaaagtcta
agtgtgactt
aaatcatgtg
atcgcegtat
ccatctgtag
tggtgggega
agcacggtgg
aacaggecct
gtatcgatga
gegtgateta
gtgtgggtag
aaggccgtaa
tcgagcaacyg

<210> 46

<211> 348

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 46

ggatcecgeag
ggtctgaaac
aaactgaaag
aaaggaaccc
atcattcget
aaagagacac

aacgtgeege
agcagaaage
cacagctggg
gtgactattc
gctttaaacg
tgatgggcaa

cctggaagag
aagegctgaa
tocctgatgaa
toctcegtcaa
ccatggtgce
atatggtgag

ctggtaaaac
c¢tgategaag
tcaaaacaaa
atggcecgtcce
gaagtgattyg
gacagcaaac

tgcaaggcga
aagaagtggc
aattcgtcct
gtgaaaaagt
ataccccggt
tgctcgag

<210> 47

<211>819

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 47

143

gegtgttegt
gaaactgctg
gaaaactceg
gttcgacgtg
gtttgagctg
cctgaaagat
coegttatcetg
tegocgtgac
cgatattgce
tgagatcctg
tctggatgge
tagtgtggac
gaaaggtcetqg
agtatcactqg
ggagggactg
caaaatectece
tgaagetgta
tgtagceget
agttccgtgt
tctggaageca

gegtgttegt
gaaactgetg
gaaaactccg
gttcgacgty
gtttgagecty

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1233

60

120
180
240
300
348



ggatccgcag
ggtctgaaac
aaactgaaag
aaaggaaccc
atcatteget
aaagagacac
caaggceggtyg
gecatgaata
aatectgeta
ggcaacttcg
agcagcctge
atgtttgcca
aaactggata
aaaaccagcc

aacgtgccge
agcagaaagc
cacagctggg
gtgactatte
getttaaacg
tgatgggcaa
aactgetgte
aactgacgaa
tgactegtgg
accctatgat
aaattggtga
tttgtggtgt
aagtgggcta
gccegtggeyg

<210> 48

<211> 395

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 48

Met
1
Arg

Ala

Val

Glu Glu

Glu
Arg

Val

Arg Ala

Gly Leu
20

Ala Lys

35

Glu Ser
50
Ala Gly
65
Met Cys

Val Asn

Ser Asp

Lys
Asn
Glu
Asp

Ser

Gln Lys

Phe Asp

Ile Leu
85
Arg Arg
100

Lys Phe

115

val
130
Ala

Lys

Leu
145
Gly Gly

Gln Asn

Glu Tyr

Ser
Pro
Val
Lys

Leu

Trp Glu

Glu Val
Leu
165
Ala

Ser

Gln
180

Thr Leu

195

ES 2 653

cctggaagag
aagcgctgaa
toctgatgaa
tectegtcaa
ccatggtgee
atatggtgag
ccetgegttat
cattaaacge
acgttategt
toceggatget
cttecctggtg
gagcgattce
tocgtggtgg
tgcttgggaa

Ala Leu Glu

Lys Gln Gln

Leu Leu Lys

40
Phe Val Leu
55
Pro Met Ile
70
Ser

Ser Leu

Ile Leu Asp

Thr Ile
120

Lys

Arg
Glu Vval
135
Ala Asp
150

val

Arg

Glu Gln

Leu Glu Gly

Phe Ile

200

Gly

718 T3

ctggtaaaac
ctgatcgaag
tcaaaacaaa
atggcegteco
gaagtgattg
gacagcaaac
gatctgactg
tatcacattg
gaattctate
gaatgcctga
aaagtgaatg
aaattccgta
aactcttgta
actctcgag

Glu Leu
10
Lys Ala
25
Leu Lys

Lys Thr

Pro Asp

Gln Ile
S0

Gly Met
105
Cys Ser

Asn Glu

Ile Gly

Vval
Ser
Ala
Pro
Ala
75

Gly
Phe
Ser

Met

Asp

tgcaaggcga
aagaagtggc
aattcgtecct
gtgaaaaagt
atacceceggt
tgatctatga
tgoeegtttge
ccaaagtgta
agtgtgactt
aaatcatgtg
accgtcgtat
ccatctgtag
gocegtattet

Lys Leu

Ala Glu

Gln

Leu

gcgtgttcgt
gaaactgcty
gaaaactccy
gttegacgtg
gtttgagetg
cetgaaagac
coegttatetg
tegecgtgace
cgatattgee
tgagatccty
cctggatgge

tagtgtggac
gaactatcct

Gly Glu
15

Ile Glu

30

Gln Leu
45
Lys Asp
60
Glu Cys

Asp Phe

Ala Ile

Gly
Phe
Leu
Leu

Cys

Pro Asp

Asp Ile

Ile
80
Lys

Lys

Val
85

Gly Vval

110

Val Asp
125
val Gly
140

Tyr Val

155

Leu
170
Gly

Leu

Leu
185

Asp Asp

144

Gln
Asp

Lys

Asp Pro

Leu Lys

Lys
Glu
Gln
Lys

Leu

Leu Asp

Lys Gly

Gln His
160
Leu Ser
175

Leu Phe

190

Ile Ser

205

Phe

Asp Leu

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
819
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Leu
210
Leu

Ser

Val
225
Gly Ser

Asp Pro

Glu Arg

Ile
290
Leu

Lys

Lys
305
Gly Ile

Gln Leu

Gly Glu

Ala Arg

Leu Gln

Val Ala

Gly
Thr

Ala

ES 2653 718 T3

Leu Asp
215
Pro Ala
230

Gly Gly

245

Lys Gly
260
Ile Phe
275
Arg Thr

Leu Glu

Lys Ala

Arg
Ser
Thr
Glu

Glu

Lys Val

Ile Val

Tyr
Gln
Arg
Pro

Glu

Tyr Thr

Ala Gly

Tyr Asp
250
Cys Val
265

Gln Arg

280

Thr
295
Leu

Glu

Arg
310

Leu Leu

325

Gln Tyr
340
Gln Glu

355

Cys

Leu

Glu Glu

Lys Asp

Gln
Lys
Tyr
Ala

Gly

Val Leu

Leu Val

Lys Lys
330
Gly Tle
345

Val Ile

360

Glu Glu Val Val

375
Pro

Ser Arg Glu
370

Arg

Asp Arg Arg

Thr Gln

390

Lys Gly Leu Ile

385

Arg Cys

<210> 49
<211>1188

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 49

atggcagagce
ctcaagcagc
ctgaaggcac
gattttgaca
atgtgcgaga
cgcattctag
tgctcctcag
ggagagaagg
ggtggggtat

gecettggagg
gatgacaaaa

atctatgagg
ggcagtgtgyg
cgcaaggtgc
cagagactag
tctgcacaga
gggatcaagyg
tgtgaggagy
gtcatcaagc
gtggaggaaa

gtgeggeget
agaaggccag
agctgggtcce
ttgctgggaa
tcctgagttce
atgggatgtt
tagacaagct
gecttgeace
cceotggtgga
gcectgggaga
tetectttga
cagtgetget
ctgetggagy
catgtgtggy
aggctttgga
agaagctgct
ctgagctgct
caggcatccc
tccgttcagt
tcaaaaggag

ggaggagctyg
cgccgagetg
tgatgaaagc
ctttgatcce
acttcagata
tgctatctgt
ggacaaggtg
tgaggtgget
acagctgcte
cctgaagttg
cctgagectt
acagaceccea
acgctatgat
gctcagcatt
ggagaagata
agaggaaaga
gtacaagaag
actggtggct
gacgagcagyg
aacaggecaqg

gtgaaactte
atcgaggagg
aaacagaaat
atgatccctg
ggcgacttec
ggtgtttctg
tcctgggaag
gacecgeattyg
caggatccta
ctctttgagt
getegaggge
geocaggeag
gggctagtgg
gaggtggagc
cggaccacgg
ctaaagcttg
aacccaaagc
atcatcggcg
gaagaggtgyg
cecctetgea

<210> 50

<211> 359

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 50

145

Val
220
Glu

Gly Ile
Glu
235
Gly

Pro

Leu Val

Gly Leu Ser

Glu Ala
285

Ser

Leu

Val Ala

300

Ser Glu Leu

315

Asn Pro Lys

Pro Leu Val

Lys Leu Arg

3€5
Leu Val

380

Asp

Cys
395

agggagagcyg
aggtggcgaa
ttgtgctcaa
atgcagagtg
tggtcaaggt
acagcaagtt
aggtgaagaa

gggactatgt
aactatcccea

acctgaccct
tggattacta
gggaagagcc
gcatgttega
ggattttctc
agacacaggt
tctcagaact
tactgaacca
agcaggaact
atgtccgaag
tcetgetga

Tyr Glu

Leu Gly

Ala

Val

240

Met
255
Gly

Gly

Ile
270
Leu Glu

Ala Gln

Trp Asp

Phe
Val
Glu
Lys

Ala

320

Leu
335
Ile

Leu

Ala
350
Ser Vval

Glu Glu

cgtgcgagyge
actcctgaaa
aacccccaag
cctgaagatc
aaacgatcga
ccgtaccatce
tgagatggtg
ccagcaacat
aaacaagcag
atttggcatt
cactggggtyg

cctgggtgtyg
ceccaaaggyg

catcgtggaa
gcttgtggeca
gtgggatgct
gttacagtac

caaggatggg
agaagacctt

Asn

Ile

Thr

Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
9260
1020
1080
1140
1188



Met

Glu

Glu
Arg
65

Phe
Glu
Val
Len
Ala
145
Len
Gly
Thr
Ala
Arg
225
Ser
Thr
Glu
Glu
Cys
305
Len
Val
Gly

<210>51

<211> 1080
<212> ADN

Ala
Val

Glu

Ser
50

Ile
Arg
Glu
Ala
Val
130
Len
Phe
Leu
Pro
Gly
210
Lys
Ile
Glu
Arg
Leu
290
Glu
Lys
Asp

Gln

Glu
Arg

Val
35

Lys
Len
Thr
Val
Asp
115
Glu
Glu
Gly
Asp
Ala
195
Gly
Val
Val
Thr
Leu
275
Leu
Glu
Asp
Val

Pro
355

<213> Homo sapiens

<400>51

Arg
Gly

20
Ala

Gln
Asp
Ile
Lys
100
Arg
Gln
Gly
Ile
Tyr
180
Gln
Arg
Pro
Glu
Gln
260
Lys
Tyr
Ala
Gly
Arg

340
Len

Ala
Len

Lys

Lys
Gly
Cys
85

Asn
Ile
Len
Len
Asp
165
Tyr
Ala
Tyr
Cys
Gln
245
Val
Leu
Lys
Gly
Val
325
Arg

Cys

ES 2653 718 T3

Ala
Lys

Leu

Phe
Met
70

Ser
Glu
Gly
Len
Gly
150
Asp
Thr
Gly
Asp
Val
230
Arg
Len
Val
Lys
Ile
310
Ile
Glu

Ile

Len
Gln

Leu

Val
55

Phe
Ser
Met
Asp
Gln
135
Asp
Lys
Gly
Glu
Gly
215
Gly
Len
Val
Ser
Asn
295
Pro
Lys
Asp

Cys

Glu
Gln

Lys
40

Len
Ala
Val
Val
Tyr
120
Asp
Len
Ile
Val
Glu
200
Leu
Len
Glu
Ala
Glu
280
Pro
Leu

Len

Len

Glu
Lys

25
Leu

Lys
Ile
Asp
Gly
105
Val
Pro
Lys
Ser
Ile
185
Pro
Val
Ser
Ala
Ser
265
Leu
Lys
Val
Arg

Val
345

146

Len
10
Ala

Lys

Thr
Cys
Lys
90

Glu
Gln
Lys
Len
Phe
170
Tyr
Leu
Gly
Ile
Len

250
Ala

Trp
Leu
Ala
Ser

330
Glu

Val
Ser

Ala

Pro
Gly
75

Leu
Lys
Gln
Len
Len
155
Asp
Glu
Gly
Met
Gly
235
Glu
Gln
Asp
Leu
Ile
315
Val

Glu

Lys
Ala

Gln

Lys
60

Val
Asp
Gly
Hig
Ser
140
Phe
Len
Ala
Val
Phe
220
Val
Glu
Lys
Ala
Asn
300
Ile

Thr

Ile

Len
Glu

Leu
45

Val
Ser
Lys
Leu
Gly
125
Gln
Glu
Ser
Val
Gly
205
Asp
Glu
Lys
Lys
Gly
285
Gln
Gly

Ser

Lys

Gln
Len

30
Gly

Asn
Asp
Val
Ala
110
Gly
Asn
Tyr
Len
Leu
190
Ser
Pro
Arg
Ile
Len
270
Ile
Leu
Glu
Arg

Arg
350

Gly
15
Ile

Pro

Asp
Ser
Ser
95

Pro
Val
Lys
Len
Ala
175
Leu
Val
Lys
Ile
Arg
255
Len
Lys
Gln
Gln
Glu

335
Arg

Glu
Glu

Asp

Arg
Lys
80

Trp
Glu
Ser
Gln
Thr
160
Arg
Gln
Ala
Gly
Phe
240
Thr
Glu
Ala
Tyr
Glu
320
Glu

Thr



atggcagagce
ctcaagcagce
ctgaaggcac
gtaaacgatc
ttececgtaccea
aatgagatgg
gtccagcaac
caaaacaagc
ctatttggca
tacactgggg
cecetgggtyg
gaceccacaaag
tecategtgg
gtgcttgtgg
ctgtgggatg
cagttacagt
ctcaaggatg

agagaagacc

gtgeggeget
agaaggccag
agctgggtec
gacgcattct
tctgcteocte
tgggagagaa
atggtggggt
aggccttgga
ttgatgacaa
tgatctatga
tgggcagtgt
ggegeaaggt
aacagagact
catctgeaca
ctgggatcaa
actgtgagga
gggtcatcaa

ttgtggagga

ES 2653 718 T3

ggaggagcetyg
cgcegagetg
tgatgaaage
agatgggatg
agtagacaag
gggccttgea
atccectggtg
gggcctggga
aatctccttt
ggcagtgetg
ggctgetgga
gccatgtgtg
agaggctttg
gaagaagcetg
ggcetgagetyg
ggcaggcatc
gctcecgttca

aatcaaaagqg

gtgaaacttc
atcgaggagyg
aaacagaaat
tttgctatct
ctggacaagg
cctgaggtgg
gaacagctgc
gacctgaagt
gacctgagcc
ctacagaccc
ggacgctatg
gggctcagea
gaggagaaga
ctagaggaaa
ctgtacaaga
ccactggtgg
gtgacgagca

agaacaggcc

agggagagcyg
aggtggcgaa
ttgtgctceaa
gtggtgtttc
tgtcctggga
ctgaccgecat
tccaggatcc
tgctectttga
ttgctcgagg
cagcccagge
atgggetagt
ttggggtgga
tacggaccac
gactaaagot
agaacccaaa
ctatcatcgg

gggaagaggt

agcccctctg

cgtgegagge
actcectgaaa
aacceccaag
tgacagcaag
agaggtgaag
tggggactat
taaactatcc
gtacctgacc
gctggattac
aggggaagag
gggcatgtte
geggatttte
ggagacacaq
tgtctcagaa
gctactgaac
cgagcaggaa
ggatgtccga

catctgctga

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

1080

<210> 52

<211> 399

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 52

147



Met
Arg
Glu
Glu
Tyr
65

Ile
Phe
Ile
Aszp
Gly
145
Val
Pro
Lys
Ser
Ile
225
Pro
Val
Ser
Ala
Ser
305
Leu
Lys
Val
Arg

Val
385

<210> 53
<211> 1200
<212> ADN

Ala
Val
Glu
Ser
50

Ser
Arg
Glu
Cys
Lys
130
Glu
Gln

Lys

Phe
210
Tyr
Leu
Gly
Ile
Leu

290
Ala

Trp

Ala

Ser
370
Glu

Glu
Arg
Val
35

Lys
Pro
Cys
Leu
Gly
115
Lys

Gln

Leu
195
Asp
Glu
Gly
Met
Gly
275
Glu
Gln

Asgp

Ile
355
Val

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 53

Arg
Gly
20

Ala
Gln
Arg
Phe
Lys
100
Val
Asp
Gly
His
Ser
180
Phe
Leu
Ala
Val
Phe
260
Val
Glu
Lys
Ala
Asn
340
Ile
Thr

Ile

Ala

Lys
Lys
Gln
Lys
85

Val

Ser

Lys

Gly
165
Gln
Glu
Ser
Val
Gly
245
Asp
Glu
Lys
Lys
Gly
325
Gln
Gly

Ser

Lys

ES 2653 718 T3

Ala
Lys
Leu
Phe
Met
70

Arg
Asgn
Aszp
Val
Ala
150
Gly

Asn

Tyr

Leu
230
Ser
Pro
Arg
Ile
Leu

310
Ile

Glu
Arg

Arg
390

Leu
Gln
Leu
Val
55

Ala
His
Aszp
Ser
Ser
135
Pro
Val
Lys
Leu
Ala
215
Leu
Val
Lys
Ile
Arg
295
Leu
Lys
Gln
Gln
Glu

375
Arg

Glu
Gln
Lys
40

Leu
Val
Gly
Arg
Lys
120
Trp
Glu
Ser
Gln
Thr
200
Arg
Gln
Ala
Gly
Phe
280
Thr
Glu
Ala
Tyr
Glu
360
Glu

Thr

148

Glu
Lys
25

Leu
Lys
Arg
Ala
Arg
105
Phe
Glu
Val
Leu
Ala
185
Gly
Thr
Ala
Arg
265
Ser
Thr
Glu
Glu
Cys
345
Leu

Val

Gly

Leu
10

Ala
Lys
Thr
Glu
Glu
90

Ile
Arg
Glu
Ala
Val
170
Leu
Phe
Leu
Pro
Gly
250
Lys
Ile
Glu
Arg
Leu
330
Glu

Lys

Gln

Val
Ser
Ala
Pro
Lys
75

Val
Leu
Thr
Val
Asp
155
Glu
Glu
Gly
Aszp
Ala
235
Gly
Val
Val
Thr
Leu
315
Glu
Asp
Val

Pro
395

Lys
Ala
Gln
Lys
60

Val
Ile
Asp
Ile
Lys
140
Arg
Gln
Gly
Ile
Tyr
220
Gln
Arg
Pro
Glu
Gln
300
Lys
Tyr
Ala
Gly

Arg
380

Leu
Glu
Leu
45

Gly
Phe
Asp
Gly
Cys
125
Asgn
Ile
Leu
Leu
Aszp
205
Tyr
Ala
Tyr
Cys
Gln
285
Val
Leu
Lys
Gly
Val
365
Arg

Cys

Gln
Leu
30

Gly
Thr
Asp
Thr
Met
110
Ser
Glu
Gly
Leu
Gly
180
Asp
Thr
Gly
Asp
Val
270
Arg
Leu
Val
Lys
Ile
350
Ile
Glu

Ile

Gly
15

Ile
Pro
Arg
Val
Pro
95

Phe
Ser
Met
Asp
Gln
175
Asp
Lys
Gly
Glu
Gly

255
Gly

Val
Ser
Asgn
335
Pro
Lys
Asp

Cys

Glu
Glu
Aszp
Asp
Ile
80

Val
Ala
Val
Val
Tyr
160
Asp
Leu
Ile
Val
Glu
240
Leu
Leu
Glu
Ala
Glu
320
Pro
Leu

Leu

Leu



atggcagagce
ctcaagcagc
ctgaaggcac
ggcacaagag
atccgttget
gtaaacgatc
ttccgtacca
aatgagatgg
gteccagecaac
caaaacaagce
ctatttggea
tacactgggg
cceectgggtyg
gaccccaaag
tccatcgtgg
gtgcttgtgg
ctgtgggatg
cagttacagt
ctcaaggatg
agagaagacca

gtgcggeget
agaaggccag
agctgggtcc
actatagtcc
tcaagcgecca
gacgcattct
tctgectcocte
tgggagagaa
atggtggggt
aggecttgga
ttgatgacaa
tgatctatga
tgggcagtgt
ggcgeaaggt
aacagagact
catctgcaca
ctgggatcaa
actgtgagga
gggtcatcaa
ttgtggagga

ES 2653 718 T3

ggaggagctyg
cgeocgagetg
tgatgaaagec
ccggcagatg
cggtgcagaa
agatgggatg
agtagacaag
gggecttgea
atccectggtg
gggectggga
aatcteccttt
ggecagtgetyg
ggetgetgga
gccatgtgty
agaggctttg
gaagaagctg
ggctgagetyg
ggcaggcatc
gctccgttea
aatcaaaagg

gtgaaacttc
atcgaggagg
aaacagaaat
gocagtteogeg
gtcattgata
tttgctatct
ctggacaagg
cetgaggtyy
gaacagctge
gacctgaagt
gacctgagec
ctacagaccc
ggacgctatg
gggctcagca
gaggagaaga
ctagaggaaa
ctgtacaaga
ccactggtgg
gtgacgagca
agaacaggoc

agggagagcy
aggtggcgaa
ttgtgctcaa
agaaggtgtt
cacctgtatt
gtggtgttte
tgtcctggga
ctgaccgeat
tecaggatce
tgoteotttga
ttgetegagg
cageoocagge
atgggetagt
ttggggtgga
tacggaccac
gactaaagct
agaacccaaa
ctatcatcgg
gogaagaggt
ageccotetg

cgtgcgagge
actcctgaaa
aacccccaag
tgacgtaatc
tgaactaaag
tgacagcaaqg
agaggtgaag
tggggactat
taaactatec
gtacctgace
getggattac
4aggggaagag
gggcatgtte
goggattttc
ggagacacaqg
tgtctcagaa
gctactgaac
cgagcaggaa
ggatgtccocga
catetgetga

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

<210> 54

<211> 473

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 54

149



Met

Glu
Glu
Tyr
€5

Ile
Phe
Leu
Tyr
Thr
145
Bro
Asp
Ser
Ser
Pro
225
Val

Lys

Leu

Ala
Leu
305
Val
Lys
Ile
Arg
Leu
3B5
Lys
Gln
Gln
Glu

Arg
465

Ala
val
Glu
Ser
50

Ser
Arg
Glu
Ile
Asp
130
Asn
Ala
Arg
Lys
Trp
210
Glu
Ser

Gln

Thr

Arg
290
Gln
Ala
Gly
Phe
Thr
370
Glu
Ala
TIyr
Glu
Glu

450
Thr

Glu

Val
35

Lys
Pro
Cys
Leu
Tyr
115
Len
Ile
Met
Arg
Phe
195
Glu
Val
Leu

Ala

Leu

275
Gly

Thr

Ala

Ser
355
Thr
Glu
Glu
Cys
Leu
435
Val

Gly

Arg
Gly
20

Ala
Gln
Arg
Phe
Lys
100
Asp
Thr
Lys
Thr
Ile
180
Arg
Glu
Ala
Val
Leu

260
Phe

Leu
Pro
Gly
Lys
340
Ile
Glu
Arg
Leu
Glu
420
Lys

Asp

Gln

Ala
Leu
Lys
Lys
Gln
Lys
B85

Glu
Leu
Val
Arg
Arg
165
Leu
Thr
Val
Asp
Glu
245
Glu

Gly

Asp
Ala
Gly
325
Val
Val
Thr
Leu
Leu
405
Glu
Asp

Val

Pro

ES 2653 718 T3

Ala
Lys
Leu
Fhe
Met
Arg
Thr
Lys
Fro
Tyr
150
Gly
Asp
Ile
Lys
Arg
230
Gln
Gly

Ile

Tyr
Gln
310
Arg
Pro
Glu
Gln
Lys
3580
Tyr
Ala
Gly

Arg

Leu
470

Leu
Gln
Leu
Val
55

Ala
His
Leu
Asp
Pha
135
His
Arg
Gly
Cys
Asn
215
Ile
Leu

Leu

Asp

Tyr
295
Ala
Tyr
Cys
Gln
val
375
Leu
Lys
Gly
Val
Arg

455
Cys

Glu Glu

Gln Lys
25

Lys Leu

40

Leu Lys

Val Arg
Gly Ala

Met Gly
105

Gln Gly

120

Ala Arg

Ile Ala
Tyr Arg
Met Phe
185
Ser Ser
200
Glu Met
Gly Asp
Leu Gln
Gly Asp

265
Asp Lys

280
Thr Gly
Gly Glu
Asp Gly
Val Gly
345
Arg Leu
360
Leu Val
Vval Ser
Lys Asn
Ile Pro
425
Ile Lys
440
Glu Asp

Ile Cys

150

Leu
10

Ala
Lys
Thr
Glu
Glu
a0

Lys
Gly
Tyr
Lys
Glu
170
Ala
Val
Val
Tyr
Asp
250

Len

Ile

Val
Glu
Len
330
Leu
Glu
Ala
Glu
Pro
410
Leu

Leu

Leu

val
Ser
Ala
Pro
Lys
75

val
Tyr
Glu
Leu
vVal
155
Phe
Ile
Asp
Gly
Val
235
Pro

Lys

Ser

Ile
Pro
315
Val
Ser
Ala
Ser
Leu
395
Lys

Val

val

Lys
Ala
Gln
Lys
60

val
Ile
Gly
Leu
Ala
140
Tyr
Tyr
Cys
Lys
Glu
220
Gln
Lys

Leu

Phe

Tyr
300
Leu
Gly
Ile
Leu
Ala
380
Trp
Leu
Ala

Ser

Glu
460

Leu
Glu
Leu
45

Gly
Phe
Asp
Glu
Leu
125
Met
Arg
Gln
Gly
Leu
205
Lys
Gln
Leu

Leu

Asp

285
Glu

Gly
Met
Gly
Glu
365
Gln
Asp
Leu
Ile
Val

445
Glu

Gln
Leu
30

Gly
Thr
Asp
Thr
Asp
110
Ser
Asn
Arg
Cys
val
130
Asp
Gly
His
Ser
Phe

270
Leu

Ala
Val
Phe
Val
350
Glu
Lys
Ala
Asn
Ile
430

Thr

Ile

Gly
Ile
Pro
Arg
val
Pro
a5

Ser
Leu
Lys
Asp
val
175
Ser
Lys
Leu
Gly
Gln
25%
Glu

Ser

Val
Gly
Asp
335
Glu
Lys
Lys
Gly
Gln
415
Gly

Ser

Lys

Gln
Glu
Asp
aAsp
Ile
80

Val
Lys
Arg
Leu
Asn
160
Asn
Asp
val
Ala
Gly
240
Asn

Tyr

Leu

Leu
Ser
320
Pro
Arg
Ile
Leu
Ile
400
Leu
Glu

Arg

Arg



10

15

<210> 55

<211> 1422

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 55

atggcagagc
ctcaagcagce
ctgaaggcac
ggcacaagag
atccgttget
gaaacactga
ggcggggage
atgaataaac
ccagccatga
ctagatggga
tcagtagaca
aagggccettg
gtatccctgg
gagggcctgy
aaaatctcct
gaggcagtgc
gtggctgctyg
gtgccatgtg
ctagaggett
cagaagaagc
aaggcetgage
gaggcaggca
aagctcegtt
gaaatcaaaa

gtgcggeget
agaaggccag
agctgggtce
actatagtcce
tcaagcgeca
tgggaaagta
tcectgteoect
tgaccaacat
ceegtggeeg
tgtttgetat
agcetggacaa
cacctgaggt
tggaacagct
gagacctgaa
ttgacctgag
tgctacagac
gaggacgcta
tggggctcag
tggaggagaa
tgetagagga
tgetgtacaa
teccactggt
cagtgacgag
ggagaacagg

<210> 56

<211> 469

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 56
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ggaggagcetg
cgeocgagetg
tgatgaaagec
ccggecagatg
cggtgcagaa
tggggaagac
tcgectatgac
taaacgctac
ataccgggaa
ctgtggtgtt
ggtgtcetgg
ggctgaccege
gctccaggat
gttgctcttt
ccttgetega
cccagcccag
tgatgggcta
cattggggtyg
gatacggace
aagactaaaqg
gaagaaccca
ggctatcate
cagggaagag
ccageccota

gtgaaacttc
atcgaggagg
aaacagaaat
gcagtteogeg
gtcattgata
tccaagectta
ctecactgtte
cacatagcaa
ttetaccagt
toctgacagea
gaagaggtga
attggggact
cctaaactat
gagtacctga
gggctggatt
gcaggggaay
gtgggcatgt
gagcggattt
acggagacac
cttgteteag
aagctactga
ggcgagcagg
gtggatgtece
tgcatetget

agggagagcyg
aggtggcgaa
ttgtgctcaa
agaaggtgtt
cacctgtatt
tctatgacct
cttttgcteg
aggtatatcg
gtgtaaacga
agttecegtac
agaatgagat
atgtccagea
cccaaaacaa
ccctatttgg
actacactgg
agccectggyg
tcgaccccaa
tcteccategt
aggtgettgt
aactgtggga
accagttaca
aactcaagga
gaagagaaga
ga

cgtgcgaggce
actcctgaaa
dacccccaag
tgacgtaatc
tgaactaaag
gaaggaccaq
gtatttggca
gcgggataac
tcocgacgeatt
catctgetec
ggtgggagag
acatggtggyg
gocaggocttg
cattgatgac
ggtgatctat
tgtgggcagt
agggcgcaaqg
ggaacagaga
ggcatctgea
tgetgggate
gtactgtgag
tggggtecate
cettgtggag

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1422

Met Ala Glu Arg Ala Ala Leu Glu Glu Leu Val Lys Leu Gln Gly Glu
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Arg
Glu
Glu
Gly
65

Gly

Arg

Ala

Met
145
Ser
Leu
Thr
Val
Asp
225
Glu
Glu
Gly
Asp
Ala
305
Gly
Val
Val
Thr
Leu
385
Leu
Glu
Asp
Val

Pro
465

Val
Glu
Ser
50

Lys
Gly
Tyr
Lys
Glu
130
Ile
Leu
Asp
Ile
Lys
210
Arg
Gln
Gly
Ile
Tyr
290
Gln
Arg
Pro
Glu
Gln
370
Lys
Tyr
Ala
Gly
Arg

450
Leu

Arg
Val
35

Lys
Tyr
Glu
Leu
Val
115
Phe
Pro
Gln
Gly
Cys
155
Asn
Ile
Leu
Leu
Asp
275
Tyr
Ala
Tyr
Cys
Gln
355
Val
Leu
Lys
Gly
Val
435
Arg

Cys

Gly
20

Ala
Gln
Gly
Leu
Ala
100
Tyr
Tyr
Asp
Ile
Met
180
Ser
Glu
Gly
Leu
Gly
260
Asp
Thr
Gly
Asp
Vval
340
Arg
Leu
val
Lys
Ile
420
Ile
Glu

Ile

Leu
Lys
Lys
Glu
Leu
85

Met
Arg
Gln
Ala
Gly
165
Phe
Ser
Met
Asp
Gln
245
Asp
Lys
Gly
Glu
Gly
325
Gly
Leu
val
Ser
Asn
405
Pro
Lys
Asp

Cys
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Lys
Leu
Phe
Asp
70

Ser
Asn
Arg
Cys
Glu
150
Asp
Ala
Val
Val
Tyr
230
Asp
Leu
Ile
Val
Glu
310
Leu
Leu
Glu
Ala
Glu
390
Pro
Leu

Leu

Leu

Gln
Leu
Val
55

Ser
Leu
Lys
Asp
Asp
135
Cys
Phe
Ile
Asp
Gly
215
Val
Pro
Lys
Ser
Ile
295
Pro
Val
Ser
Ala
Ser
375
Leu
Lys
Val
Arg

Val
455

Gln
Lys
40

Leu
Lys
Arg
Leu
Asn
120
Phe
Leu
Leu
Cys
Lys
200
Glu
Gln
Lys
Leu
Phe
280
Tyr
Leu
Gly
Ile
Leu

360
Ala

Trp
Leu
Ala
Ser

440
Glu

Lys
25

Len
Lys
Len
Tyr
Thr
105
Pro
Asp
Lys
Val
Gly
185
Leu
Lys
Gln
Len
Len
265
Asp
Glu
Gly
Met
Gly
345
Glu
Gln
Asp
Leu
Ile
425
Val

Glu

152

10
Ala

Lys
Thr
Ile
Asp
Asn
Ala
Ile
Ile
Lys
170
val
Asp
Gly
His
Ser
250
Fhe
Leu
Ala
val
Fhe
330
Val
Glu
Lys
Ala
Asn
410
Ile
Thr

Ile

Ser
Ala
Pro
Tyr
75

Leu
Ile
Met
Ala
Met
155
Val
Ser
Lys
Leu
Gly
235
Gln
Glu
Ser
val
Gly
315
Asp
Glu
Lys
Lys
Gly
395
Gln
Gly

Ser

Lys

Ala
Gln
Lys
60

Asp
Thr
Lys
Thr
Gly
140
Cys
Asn
Asp
val
Ala
220
Gly
Asn
Tyr
Leu
Leu
300
Ser
Pro
Arg
Ile
Leu
380
Ile
Leu
Glu
Arg

Arg
460

Glu
Len
45

Glu
Len
val
Arg
Arg
125
Asn
Glu
Asp
Ser
Ser
205
Pro
Val
Lys
Len
Ala
285
Leu
val
Lys
Ile
Arg
365
Leu
Lys
Gln
Gln
Glu

445
Arg

Leu
30

Gly
Thr
Lys
Pro
Tyr
110
Gly
Fhe
Ile
Arg
Lys
130
Trp
Glu
Ser
Gln
Thr
270
Arg
Gln
Ala
Gly
Fhe
350
Thr
Glu
Ala
Tyr
Glu
430
Glu

Thr

15
Ile

Pro
Len
Asp
Phe
95

His
Arg
Asp
Len
Arg
175
Phe
Glu
val
Len
Ala
255
Len
Gly
Thr
Ala
Arg
335
Ser
Thr
Glu
Glu
Cys
415
Len

Val

Gly

Glu
Asp
Met
Gln
80

Ala
Ile
Tyr
Pro
Ser
160
Ile
Arg
Glu
Ala
Val
240
Len
Fhe
Leu
Pro
Gly
320
Lys
Ile
Glu
Arg
Leu
400
Glu
Lys
Asp

Gln
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<210> 57

<211> 1410

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 57

10

atggcagagc
ctcaagcagce
ctgaaggcac
gaaacactga
ggcggggage
atgaataaac
ccagceatga
aactttgatc
tcacttcaga
tttgctatct
ctggacaagg
cctgaggtgg
gaacagctge
gacctgaagt
gacctgagece
ctacagacce
ggacgctatg
gggcteagcea
gaggagaaga
ctagaggaaa
ctgtacaaga
ccactggtgyg
gtgacgagca
agaacaggcc

gtgcggeget
agaaggccag
agctgggtce
tgggaaagta
teoetgtecct
tgaccaacat
ccegtggeeg
ccatgatcce
taggcgactt
gtggtgtttc
tgtcctggga
ctgaccgecat
tccaggatce
tgetetttga
ttgetegagg
cagcocagge
atgggctagt
ttggggtygga
tacggaccac
gactaaagct
agaacccaaa
ctatcatcgg
gggaagaggt
agcccectetg

ggaggagctyg
cgccgagcetg
tgatgaaagc
tggggaagac
tcgetatgac
taaacgctac
ataccgggaa
tgatgcagag
cctggtcaag
tgacagcaag
agaggtgaag
tggggactat
taaactatcc
gtacctgacce
getggattac
aggggaagag
gggcatgtte
goeggatttte
ggagacacag
tgtctcagaa
gctactgaac
cgagcaggaa
ggatgtccocga
catctgctga

gtgaaacttc
atcgaggagy
aaacagaaat
tccaagctta
ctcactgttc
cacatagcaa
ttectaccagt
tgcctgaaga
gtaaacgatc
ttcegtacceca
aatgagatgg
gtccagcaac
caaaacaagc
ctatttggea
tacactgggg
cccctgggtg
gaccccaaag
tecategtgg
gtgettgtgg
ctgtgggaty
cagttacagt
ctcaaggatg
agagaagacc

agggagagcy
aggtggcgaa
ttgtgctcaa
tctatgacct
cttttgeteg
aggtatatcg
gtgattttga
tcatgtgeoga
gacgcattct
tectgetocte
tgggagagaa
atggtggggt
aggccttgga
ttgatgacaa
tgatctatga
tgggcagtgt
ggegcaaggt
aacagagact
catctgeaca
ctgggatcaa
actgtgagga
gggtcatcaa
ttgtggagga

cgtgcgaggce
actcctgaaa
aaccccecaag
gaaggaccag
gtatttggca
gegggataac
cattgetggg
gatcctgagt
agatgggatg
agtagacaag
gggccttgea
atccectggtg
gggcctggga
aatcteettt
ggeagtgetyg
ggetgetgga
gccatgtgtg
agaggetttg
gaagaagetg
ggctgagety
ggcaggecatc
gctocegttea
aatcaaaaqgyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1290
1240
1320
1380
1410

<210> 58

<211> 435

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 58

153



Met
1
Arg
Glu
Glu
Tyr

65

Ile
Phe
Pro
Gln
Gly
145
Cys
Asn
Ile
Leu
Leu

225
Asp

Tyr
Ala
Tyr
Cys
305
Gln
Val
Leu
Lys
Gly
385
vVal
Arg
Cys
<210> 59

<211> 1308
<212> ADN

Ala
Val
Glu
Ser
50

Ser
Arg
Glu
Asp
Ile
130
Met
Ser
Glu
Gly
Leu
210
Gly

Asp

Thr
Gly
Asp
290
val
Arg
Leu
Val
Lys
370
Ile
Ile

Glu

Ile

Glu
Arg
Val
35

Lys
Pro
Cys
Leu
Ala
115
Gly
Phe
Ser
Met
Asp
195
Gln

Asp

Lys

Gly
Glu
275
Gly
Gly
Leu
Val
Ser
355
Asn
Pro
Lys

Asp

Cys
435

Arg
Gly
20

Ala
Gln
Arg
Phe
Lys
100
Glu
Asp
Ala
val
val
180
Tyr
Asp

Leu

Ile

Val
260
Glu
Leu
Leu
Glu
Ala
340
Glu
Pro
Leu

Leu

Leu
420

Ala
Leu
Lys
Lys
Gln
Lys
85

Asp
Cys
Phe
Ile
Asp
165
Gly
Val
Pro
Lys

Ser
245

Ile
Pro
Val
Ser
Ala
325
Ser
Leu
Lys
Val
Arg

405
val

ES 2653 718 T3

Ala
Lys
Leu
Phe
Met
70

Arg
Phe
Leu
Leu
Cys
150
Lys
Glu
Gln
Lys
Leu

230
Phe

Tyr
Leu
Gly
Ile
310
Leu
Ala
Trp
Leu
Ala
390

Ser

Glu

Leu
Gln
Leu
val
55

Ala
His
Asp
Lys
Val
135
Gly
Leu
Lys
Gln
Leu
215

Leu

Asp

Glu
Gly
Met
295
Gly
Glu
Gln
Asp
Leu
375
Ile

val

Glu

Glu
Gln
Lys
40

Leu
val
Gly
Ile
Ile
120
Lys
val
Asp
Gly
His
200
Ser

Phe

Leu

Ala
Val
280
Phe
val
Glu
Lys
Ala
360
Asn
Ile

Thr

Ile

154

Glu
Lys
25

Leu
Lys
Arg
Ala
Ala
105
Met
Val
Ser
Lys
Leu
185
Gly
Gln
Glu

Ser

Val
265
Gly
Asp
Glu
Lys
Lys
345
Gly
Gln
Gly

Ser

Lys
425

Leu
10

Ala
Lys
Thr
Glu
Glu
90

Gly
Cys
Asn
Asp
val
170
Ala
Gly
Asn

Tyr

Leu
250

Leu
Ser
Pro
Arg
Ile
330
Leu
Ile
Leu
Glu
Arg

410
Arg

Val
Ser
Ala
Pro
Lys
75

val
Asn
Glu
Asp
Ser
155
Ser
Pro
Val
Lys
Leu

235
Ala

Leu
Val
Lys
Ile
315
Arg
Leu
Lys
Gln
Gln
395
Glu

Arg

Lys
Ala
Gln
Lys
60

val
Ile
Phe
Ile
Arg
140
Lys
Trp
Glu
Ser
Gln
220

Thr

Arg

Gln
Ala
Gly
300
Phe
Thr
Glu
Ala
Tyr
380
Glu
Glu

Thr

Leu
Glu
Leu
45

Gly
Phe
Asp
Asp
Leu
12%
Arg
Phe
Glu
val
Leu
205
Ala

Leu

Gly

Thr
Ala
285
Arg
Ser
Thr
Glu
Glu
365
Cys
Leu

val

Gly

Gln
Leu
30

Gly
Thr
Asp
Thr
Pro
110
Ser
Ile
Arg
Glu
Ala
190
Val
Leu

Phe

Leu

Pro
270
Gly
Lys
Ile
Glu
Arg
350
Leu
Glu
Lys

Asp

Gln
430

Gly
15

Ile
Pro
Arg
val
Pro
95

Met
Ser
Leu
Thr
val
175
Asp
Glu
Glu
Gly

Asp
255

Ala
Gly
Val
Val
Thr
335
Leu
Leu
Glu
Asp
Val

415
Pro

Glu
Glu
Asp
Asp
Ile
g0

val
Ile
Leu
Asp
Ile
160
Lys
Arg
Gln
Gly
Ile

240
Tyr

Gln
Arg
Pro
Glu
320
Gln
Lys
Tyr
Ala
Gly
400

Arg

Leu
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<213> Homo sapiens

<400> 59

atggcagagc
ctcaagcage
ctgaaggcac
ggcacaagag
atccgttget
gattttgaca
atgtgcgaga
cgcattctag
tgcteeteag
ggagagaagqg
ggtggggtat

geettggagg
gatgacaaaa

atctatgagg
ggcagtgtgg
cgcaaggtge
cagagactag
tctgcacaga
gggatcaagg
tgtgaggagg
gtcatcaage
gtggaggaaa

gtgcggeget
agaaggoccag
agectgggtec
actatagtecc
tcaagcgeca
ttgctgggaa
tcctgagttce
atgggatgtt
tagacaagct
gecttgeace
ccetggtgga
gectgggaga
teteetttga
cagtgctget
ctgctggagg
catgtgtggg
aggetttgga
agaagctgcect
ctgagetget
caggcatcoe
toegtteagt
tcaaaaggag

ggaggagcty
cgcogagetg
tgatgaaagc
ccggcagatg
cggtgcagaa
ctttgatcece
acttcagata
tgetatetgt
ggacaaggtyg
tgaggtgget
acagcetgete
coctgaagttg
coetgagecott
acagacccca
acgctatgat
gctcagcatt
ggagaagata
agaggaaaga
gtacaagaag
actggtgget
gacgagcagg
aacaggccag

gtgaaacttc
atcgaggagg
aaacagaaat
gecagttegeg
gtecattgata
atgatcecctg
ggcgacttce
ggtgtttctg
tectgggaag
gacegcattg
caggatccta
ctetttgagt
gcetoegaggge
gcccaggcag
gggctagtgyg
ggggtggagce
cggaccacgyg
ctaaagcttg
aacccaaagc
atcateggeg
gaagaggtgg
cccctetgea

agggagagceg
aggtggcgaa
ttgtgctcaa
agaaggtgtt
cacctgtatt
atgcagagtg
tggtcaaggt
acagcaagtt
aggtgaagaa
gggactatgt
aactatccceca
acctgaccct
tggattacta
gggaagagcc
gecatgttcga
ggattttcte
agacacaggt
tctcagaact
tactgaacca
agcaggaact
atgtecgaaqg
tetgetga

cgtgcgagge
actcctgaaa
aacccccaag
tgacgtaatc
tgaactaaag
cctgaagate
aaacgatcga
ccgtaccate
tgagatggtyg
ccagcaacat
aaacaagcag
atttggeatt
cactggyggtyg
cctgggtgty
ccccaaagqgyg
catcgtggaa
gcttgtggea
gtgggatgct
gttacagtac

caaggatggg
agaagacett

60
129
180
240
300
360
4290
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1308

<210> 60
<211>171

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 60

Ala Leu Glu Glu Leu Val Gln Glu

10
Ala

Met Ala Glu Arg Ala Leu
1 5
Arg Val Arg Gly Leu

20

Lys Gly

15

Gln Gln Ala Glu Leu Ile Glu

30

Lys Lys Ser

25

Glu Glu Val
35

Lys

Ala Leu Leu Ala Gln Leu

45
Ala

Lys Lys Pro
40

Leu

Lys Gly Asp

Glu Gln Phe Val Thr

55
Thr

Ser Pro Leu Glu Glu

50
Ile

Lys Lys Lys

60
Thr Thr Glu Ala
70

Arg

Gln Val Val
75

Ser

Lys Ser Ala Gln

65
Lys

Arg Lys

80
Leu Leu Glu Glu Ala
85

Glu

Leu Leu Val
90

Lys

Lys Glu Leu Asp

95
Leu

Trp

Ile Ala
100

Tyr

Gly Leu Asn Leu

110
Ala

Lys Tyr Lys Pro Asn

105
Gly

Lys
Gln Gln
115
Gln

Glu Glu Ala
120

Gly

Ile Val
125

Arg

Leu Cys Pro Leu Ile Ile

Glu Thr
130
Arg

Glu Leu val Ile Leu Ser Vval

140
Leu

Gly Lys Asp
135

Val

Lys

Glu Glu Val Glu Val Glu Glu Ile

160

Ser
145
Lys

Aszp
150
Gln

Arg Arg Asp

155
Cys

Thr Ile

170

Arg Arg Gly Pro

165

Cys

<210>61

<211>516

<212> ADN
<213> Homo sapiens

155



<400> 61

atggcagage
ctcaagcagc
ctgaaggcac
gectttggagy
aagctgctag
gagctgctgt
ggcatcccac
cgttcagtga
aaaaggagaa

gtgeggeget
agaaggccag
agctgggtce
agaagatacg
aggaaagact
acaagaagaa
tggtggctat
cgagcaggga
caggccaged
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ggaggagetg
cgccgagetg
tgatgaaagc
gaccacggag
aaagcttgtc
cccaaagcta
catcggcgag
agaggtggat
cotetgeate

gtgaaactte
atcgaggagy
aaacagaaat
acacaggtgc
tcagaactgt
ctgaaccagt
caggaactca
gtcegaagag
tgctga

agggagageyg
aggtggcgaa
ttgtgctcaa
ttgtggcatc

gggatgctgg
tacagtactg

aggatggggt
aagaccttgt

egtgegagge
actcctgaaa
aacccccaag
tgcacagaag
gatcaaggct
tgaggaggca
catcaagctc
ggaggaaate

60

120
180
240
300
360
420
480
516

<210> 62

<211> 211

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 62

Met Ala Glu Arg Ala Ala Leu Glu Glu Leu Val Gln Glu

1 5 10

Lys Leun Gly

val Leu Gln Gln Ala Ser Ala Glu Leu Ile Glu

Arg

Glu Glu

Glu Ser
50
Tyr Ser
65
Ile Arg

Phe Glu

vVal Leu

Val
130
Lys

Leu

Lys
145

Gly Ile

Arg Gly
20
Val Ala
35

Lys

Lys

Gln Lys

Pro Arg Gln

Cys Phe Lys

85

Leu Lys Ala
100

val Ala

115

Ser

Ser

Glu Leu

Asn Pro Lys
Val

165

Pro Leu

Lys

Leu Leu

Lys

Lys
25

Leu Lys

40

Phe Val
55
Met Ala
70
Arg His

Leu Glu

Ala Gln

Leu
Val
Gly
Glu

Lys

Lys Thr

Arg Glu

Ala
Pro

Lys

Gln Leu
45
Lys Gly
60

Val Phe

75

Ala Glu
90
Lys Ile
105

Lys Leu

120

Trp Asp
135
Leu Leu
150

Ala Ile

Ala

Asn

Ile

Gly Ile

Gln Leu

Val
Arg
Leu
Lys

Gln

Ile Asp

Thr Thr

Glu Glu
125
Ala Glu
140

Tyr Cys

155

Glu
170

Gly

Gln

Glu Leu

30

Gly Pro Asp

Thr Arg Asp

Val Ile
80
val

Asp
Thr Pro
95
Glu Thr
110

Arg

Gln

Leu Lys

Leu Leu Tyr

Glu Glu Ala

140
Gly

Lys Asp

175

Val Ile Lys Leu Arg Ser Val Thr Ser Arg Glu Glu Val Asp Val Arg

180
Leu

185
Lys

190

Glu Val Glu Glu Ile Gln

200

Arg Asp Thr Pro Leu

195
Cys

Arg Arg Gly
205
Ile

210

Cys

<210> 63

<211> 636

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 63

156



10

15

20

25

atggcagage
ctcaageage
ctgaaggcac
ggcacaagag
atccgttget
gctttggagy
aagctgctag
gagctgectgt
ggecatcccac
cgttcagtga
aaaaggagaa

gtgeggeget
agaaggccaqg
agctgggtcc
actatagtcc
tcaagcgcca
agaagatacg
aggaaagact
acaagaagaa
tggtggetat
cgagcaggga
caggccages
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ggaggagety
cgecgagetyg
tgatgaaagce
ccggcagatg
cggtgcagaa
gaccacggag
aaagcttgtc
cccaaagcta
catcggegag
agaggtggat
cetetgeate

gtgaaacttc
atcgaggagyg
aaacagaaat
gcagttcegeg
gtcattgata
acacaggtgc
tcagaactgt
ctgaaccagt
caggaactca
gtecgaagag
tgetga

agggagagcyg
aggtggcgaa
ttgtgctcaa
agaaggtgtt
cacctgtatt
ttgtggcatc
gggatgetygy
tacagtactg

aggatggggt
aagaccttgt

<210> 64

<211> 141

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

Met Phe Asp Pro Lys Gly Arg Lys Val Pro val
1 5 10
Gly Val Glu Arg Ile Phe Ser Ile Val Glu
20 25
Lys Ile Arg Thr Thr Glu Thr Gln Val Val
35 40 45
Lys Lys Leu Leu Glu Glu Arg Leu Lys Leu Val Ser
50 55 60
Asp Ala Gly Ile Lys Ala Glu Leu Leu Tyr Lys Lys
65 70 75
Leu Asn Gln Leu Gln Tyr Cys Glu Glu Ala Gly
85 90
Gln Glu Leu Lys Asp Gly
105
val

Cys Gly

Gln Arg

Glu Glu

Gln
Asn

Ile Pro

Ile Ile Gly Glu

100
Arg

Val Ile Lys

Val Thr Ser Glu Glu Val Glu

115
Lys

Asp
120
Gln

Arg Arg Asp

125
Thr Cys

Glu Ile

130

Ile
140

Arg Arg Gly Pro

135

Cys

<210> 65

<211> 426

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 65

atgttegace
atttteteca
acacaggtge
tcagaactgt
ctgaaccagt
caggaactca
gtccgaagag
tgctga

ccaaagggcy
tegtggaaca
ttgtggeate
gggatgetgg
tacagtactg

aggatggggt
aagaccttgt

caaggtgeca
gagactagag
tgcacagaag
gatcaagget
tgaggaggca
catcaagete
ggaggaaatc

tgtgtgggge
getttggagg
aagctgcetag
gagetgetgt
ggcateccace
cgttcagtga
aaaaggagaa

tcageattgg
agaagatacg
aggaaagact
acaagaagaa
tggtggetat
cgagcaggga
caggccagcc

<210> 66

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

157

cgtgegagge
actectgaaa
aacccccaag
tgacgtaatc
tgaactaaag
tgcacagaag
gatcaaggct
tgaggaggca
catcaagete
ggaggaaatc

Ser Ile
15

Ala

Leu

Glu
30
Ala

Leu

Ser Ala

Glu Leu Trp
Leu
80

Ala

Pro Lys
Val
95

Arg

Leu
Leu Ser
110
Leu

Val Glu

ggtggagegy
gaccacggag
aaagcettgte
cocaaageta
categgegag
agaggtggat
cctetgcatce

60

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
€36

60

120
180
240
300
360
420
426



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
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<400> 66
gaaatttgtg ctcaaaaccc ccaaggattt tgacattgct gggaacttty 50

<210> 67

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

Lys Phe Val Leu Lys Thr Pro Lys Asp Phe Asp Ile Ala Gly Asn Phe
1 5 10 15

<210> 68

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 68
gaaatttgtg ctcaaaaccc ccaaggtaaa cgatcgacgc attctagatg 50

<210> 69

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

Lys Phe Val Leu Lys Thr Pro Lys Val Asn Asp Arg Arg Ile Leu Asp
1 5 10 15

<210> 70

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 70
tgatacacct gtatttgaac taaaggtaaa cgatcgacgc attctagatg 50

<210>71

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

Asp Thr Pro Val Phe Glu Leu Lys Val Asn Asp Arg Arg Ile Leu Asp
1 5 10 15

<210> 72

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 72
ccgataccgg gaattctacc agtgtgtaaa cgatcgacgc attctagatg 50

<210> 73

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73
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Arg Tyr Arg Glu Phe Tyr Gln Cys Val Asn Asp Arg Arg Ile Leu Asp
1 5 10 15

<210> 74

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 74
gaaatttgtg ctcaaaaccc ccaaggaaac actgatggga aagtatgggg 50

<210> 75

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

Lys Phe Val Leu Lys Thr Pro Lys Glu Thr Leu Met Gly Lys Tyr Gly
1 5 10 15

<210> 76

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 76
tgatacacct gtatttgaac taaaggattt tgacattgct gggaactttg 50

<210> 77

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Asp Thr Prco Val Phe Glu Leu Lys Asp Phe Asp Ile Ala Gly Asn Phe
1 5 10 15

<210> 78

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 78
gaaatttgtg ctcaaaaccc ccaaggcttt ggaggagaag atacggacca 50

<210> 79

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

Lys Phe Val Leu Lys Thr Pro Lys Ala Leu Glu Glu Lys Ile Arg Thr
1 5 10 15

<210> 80

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

159
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<400> 80
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tgatacacct gtatttgaac taaaggcttt ggaggagaag atacggacca 50

<210>81
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

Asp Thr Pro Val Phe Glu Leu Lys Ala Leu Glu Glu Lys Ile Arg Thr

1 5 10
<210> 82
<211>50
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 82
ctcctcagta gacaagcetgg acaaggtggg gtatcecctgg tggaacagcet 50
<210> 83
<211> 105
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 83
Arg Thr Thr Glu Thr Gln Val Leu Val Ala Ser Ala Gln
1 5 10
Leu Glu Glu Arg Leu Lys Leu Val Ser Glu Leu Trp Asp
20 25
Lys Ala Glu Leu Leu Tyr Lys Lys Asn Pro Lys Leu Leu
35 40 45
Gln Tyr Cys Glu Glu Ala Gly Ile Pro Leu Val Ala Ile
50 55 60
Gln Glu Leu Lys Asp Gly Val Ile Lys Leu Arg Ser Val
65 70 75
Glu Glu Val Asp Val Arg Arg Glu Asp Leu Val Glu Glu
85 90
Arg Thr Gly Gln Pro Leu Cys Ile Cys
100 105
<210> 84
<211> 318
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 84
cggaccacgg agacacaggt gcttgtggca tctgcacaga agaagctgct
ctaaagcttg tctcagaact gtgggatgct gggatcaagg ctgagctgct
aacccaaagc tactgaacca gttacagtac tgtgaggagg caggcatccce
atcatcggcy agcaggaact caaggatggyg gtcatcaage tcoccgttcagh
gaagaggtgg atgtccgaag agaagacctt gtggaggaaa tcaaaaggag
ccectectgea tetgetga
<210> 85
<211> 130
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

160

Lys
Ala
30

Asn
Ile
Thr

Ile

15

Lys
15

Gly
Gln
Gly

Ser

Lys
95

Leu
Ile
Leu
Glu
Arg

80
Arg

agaggaaaga 60

gtacaagaag 120
actggtggct 180
gacgagcagg 240
aacaggccag 300

318



10

15

20

25
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<220>
<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal
<400> 85
Met His His His His His His Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu
1 5 10 15
Gly Leu Asp Ser Thr Gly Ser Arg Thr Thr Glu Thr Gln Val Leu Val
20 25 30
Ala Ser Ala Gln Lys Lys Leu Leu Glu Glu Arg Leu Lys Leu Val Ser
35 40 45
Glu Leu Trp Asp Ala Gly Ile Lys Ala Glu Leu Leu Tyr Lys Lys Asn
50 55 60
Pro Lys Leu Leu Asn Gln Leu Gln Tyr Cys Glu Glu Ala Gly Ile Pro
65 70 15 80
Leu Val Ala Ile Ile Gly Glu Gln Glu Leu Lys Asp Gly Val Ile Lys
85 20 95
Leu Arg Ser Val Thr Ser Arg Glu Glu Val Asp Val Arg Arg Glu Asp
100 105 110
Leu Val Glu Glu Ile Lys Arg Arg Thr Gly Gln Pro Leu Cys Ile Cys
115 120 125
Leu Glu
130
<210> 86
<211> 130
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal
<400> 86
Met Gly Ser Arg Thr Thr Glu Thr Gln Val Leu Val Ala Ser Ala Gln
1 5 10 15
Lys Lys Leu Leu Glu Glu Arg Leu lys Leu Val Ser Glu leu Trp Asp
20 25 30
Ala Gly Ile Lys Ala Glu Leu Leu Tyr Lys Lys Asn Pro lLys Leu Leun
35 40 45
Asn Gln Leu Gln Tyr Cys$ Glu Glu Ala Gly Ile Pro Leu Val Ala Tle
50 55 60
Ile Gly Glu Gln Glu Leu Lyg Asp Gly Val Ile Ly Leu Arg Ser Val
65 70 75 80
Thr Ser Arg Glu Glu Val Asp Val Arg Arg Glu Asp Leu Val Glu Glu
85 90 95
Ile Lys Arg Arg Thr Gly Gln Pro Leun Cys Ile Cys Leu Glu Gly Llys
100 105 110
Pro Ile Pro Asn Pro Leu Len Gly Leu Asp Ser Thr His His His His
115 120 125
His His
130
<210> 87
<211> 419
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 87

161



Met His His

Gly Leu Asp

Val Lys Leu
35
Ser Ala Glu
50
Ala Gln Leu
65
Pro Lys Asp

Ala Glu Cys

Gly Asp Phe
115
Phe Ala Ile
130
Ser Val Asp
145
Met Val Gly

Asp Tyr Val

Gln Asp Pro
195
Asp Leu Lys
210
Lys Ile Ser
225
Gly Val Ile

Glu Glu Pro

Gly Leu Val
275
Gly Leu Ser
290
Leu Glu Ala
305
Val Ala Ser

Ser Glu Leu

Asn Pro Lys
355
Pro Leu Val
370
Lys Leu Arg
385
Asp Leu Val

Cys Leu Glu

<210> 88

<211> 419

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

His

Ser
20

Gln
Leu
Gly
Phe
Leu
100
Leu
Cys
Lys
Glu
Gln
180
Lys
Leu
Phe
Tyr
Leu
260
Gly
Ile
Leu
Ala
Trp
340
Leu
Ala

Ser

Glu

His

Thr
Gly
Ile
Pro
Asp
85

Lys
Val
Gly
Leu
Lys
165
Gln
Leu
Leu
Asp
Glu
245
Gly
Met
Gly
Glu
Gln
325
Asp
Leu
Ile

Val

Glu
405

ES 2653 718 T3

His

Gly
Glu
Glu
Asp
70

Ile
Ile
Lys
Val
Asp
150
Gly
His
Ser
Phe
Leu
230
Ala
val
Phe
Val
Glu
310
Lys
Ala
Asn
Ile
Thr

390
Ile

His

Ser
Arg
Glu
55

Glu
Ala
Met
Val
Ser
135
Lys
Leu
Gly
Gln
Glu
215
Ser
Val
Gly
Asp
Glu
295
Lys
Lys
Gly
Gln
Gly
375

Ser

Lys

Gly

Ala
Val
40

Glu
Ser
Gly
Cys
Asn
120
Asp
Val
Ala
Gly
Asn
200
Tyr
Leu
Leu
Ser
Pro
280
Arg
Ile
Leu
Ile
Leu
360
Glu

Arg

Arg

162

Lys

Glu
25

Arg
Val
Lys
Asn
Glu
105
Asp
Ser
Ser
Pro
Val
185
Lys
Leu
Ala
Leu
val
265
Lys
Ile
Arg
Leu
Lys
345
Gln
Gln
Glu

Arg

Pro
10

Arg
Gly
Ala
Gln
Phe
90

Ile
Arg
Lys
Trp
Glu
170
Ser
Gln
Thr
Arg
Gln
250
Ala
Gly
Phe
Thr
Glu
330
Ala
Tyr
Glu
Glu

Thr
410

Ile

Ala
Leu
Lys
Lys
75

Asp
Leu
Arg
Phe
Glu
155
Val
Leu
Ala
Leu
Gly
235
Thr
Ala
Arg
Ser
Thr
315
Glu
Glu
Cys
Leu
Val

395
Gly

Pro

Ala
Lys
Leu
60

Phe
Pro
Ser
Ile
Arg
140
Glu
Ala
Val
Leu
Phe
220
Leu
Pro
Gly
Lys
Ile
300
Glu
Arg
Leu
Glu
Lys
380

Asp

Gln

Asn

Leu
Gln
45

Leu
Val
Met
Ser
Leu
125
Thr
Val
Asp
Glu
Glu
205
Gly
Asp
Ala
Gly
Val
285
Val
Thr
Leu
Leu
Glu
365
Asp

Val

Fro

Pro

Glu
30

Gln
Lys
Leu
Ile
Leu
110
Asp
Ile
Lys
Arg
Gln
190
Gly
Ile
Tyr
Gln
Arg
270
Pro
Glu
Gln
Lys
Tyr
350
Ala
Gly

Arg

Leu

Leu Leu
15

Glu Leu
Lys Ala
Leu Lys

Lys Thr
80

Pro Asp

95

Gln Ile

Gly Met
Cys Ser

Asn Glu
160

Ile Gly

175

Leu Leu

Leu Gly
Asp Asp

Tyr Thr
240

Ala Gly

255

Tyr Asp

Cys Val
Gln Arg

Val Leu
320

Leu Val

335

Lys Lys

Gly Ile
Val Ile
Arg Glu

400

Cys Ile
415
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<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 88

Met

Gly
Ile
Pro
Asp
65

Lys
Val
Gly
Leu
Lys
145
Gln
Leu
Leu
Asp
Glu
225
Gly
Met
Gly
Glu
Gln
305
Asp
Leu
Ile
val
Glu
385

Lys

His

Gly

Glu
Glu
Asp
50

Ile
Ile
Lys
Val
Asp
130
Gly
His
Ser
Phe
Leu
210
Ala
Val
Phe
val
Glu
290
Lys
Ala
Asn
Ile
Thr
370
Ile

Pro

His

Ser

Arg
Glu
35

Glu
Ala
Met
Val
Ser
115
Lys
Leu
Gly
Gln
Glu
195
Ser
Vval
Gly
Asp
Glu
275
Lys
Lys
Gly
Gln
Gly
355
Ser
Lys

Ile

His

Ala

vVal
20

Glu
Ser
Gly
Cys
Asn
100
Asp
Val
Ala
Gly
Asn
180
Tyr
Leu
Leu
Ser
Pro
260
Arg
Ile
Leu
Ile
Leu
340
Glu
Arg

Arg

Pro

Glu

Arg
Val
Lys
Asn
Glu
85

Asp
Ser
Ser
Pro
Val
165
Lys
Leu
Ala
Leu
val
245
Lys
Ile
Arg
Leu
Lys
325
Gln
Gln
Glu

Arg

Asn
405

Arg

Gly
Ala
Gln
Phe
70

Ile
Arg
Lys
Trp
Glu
150
Ser
Gln
Thr
Arg
Gln
230
Ala
Gly
Phe
Thr
Glu
310
Ala
Tyr
Glu
Glu
Thr

390
Pro

Ala

Leu
Lys
Lys
55

Asp
Leu
Arg
Phe
Glu
135
Val
Leu
Ala
Leu
Gly
215
Thr
Ala
Arg
Ser
Thr
295
Glu
Glu
Cys
Leu
Val
375
Gly

Leu

Ala

Lys

Leu
40

Leu

Gln
25
Leu

Phe Val

Pro Met

Ser
Ile

Arg
120

Ser

Leu
105
Thr

Glu VvVal

Ala Asp

Val

Leu

Phe
200

Glu

Glu
185
Gly

Leu Asp

Pro Ala

Gly

Gly

Lys Val

265

Ile Val

280
Glu

Arg
Leu

Glu

Thr

Leu

Leu

Glu
345

lys Asp

360

Asp Val

Gln

Leu

163

Pro

Gly

Glu
10

Gln
Lys
Leu
Ile
Leu
80

Asp
Ile
Lys
Arg
Gln
170
Gly
Ile
Tyr
Gln
Arg
250
Pro
Glu
Gln
Lys
Tyr
330
Ala
Gly
Arg

Len

Len
410

Glu

Lys
Leu
Lys
Pro
75

Gln
Gly
Cys
Asn
Ile
155
Leu
Leu
Asp
Tyr
Ala
235
Tyr
Cys
Gln
Val
Leu
315
Lys
Gly
Val
Arg
Cys

395
Asp

Leu

Ala
Lys
Thr
60

Asp
Ile
Met
Ser
Glu
140
Gly

Leu

Asp
Thr
220
Gly
Asp
Val
Arg
Leu
300
Val
Lys
Tle
Ile
Glu
380
Ile

Ser

Val

Ser
Ala
45

Pro
Ala
Gly
Phe
Ser
125
Met
Asp
Gln
Asp
Lys
205
Gly
Glu
Gly
Gly
Leu
285
Val
Ser
Asn
Pro
Lys

365
Asp

Thr

Lys

Ala
30

Gln
Lys
Glu
Asp
Ala
110
Val
Val
Tyr
Asp
Leu
130
Ile
Val
Glu
Leu
Leu
270
Glu
Ala
Glu
Pro
Leu
350
Leu
Leu

Len

His

Leu
15

Glu
Leu
Asp
Cys
Phe
85

Ile
Asp
Gly
Val
Pro
175
Lys
Ser
Ile
Pro
Val
255
Ser
Ala
Ser
Leu
Lys
335
Val
Arg
val

Glu

His
415

Gln

Leu
Gly
Phe
Leu
80

Leu
Cys
Lys
Glu
Gln
160
Lys
Leu
Phe
Tyr
Leu
240Q
Gly
Tle

Leu

Ala

Trp
320
Leu
Ala
Ser

Glu

Gly
400
His
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15

<210> 89
<211> 383
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 89

Met
1
Gly
Val
Ser
Ala

65

Pro
Gly
Leu
Lys
Gln
145
Leu
Leu
Asp
Glu
Gly
225
Met
Gly
Glu
Gln
Asp
305
Leu
Ile
Val
Glu

<210> 90

<211> 383
<212> PRT

Hisg
Leu
Lys
Ala
50

Gln
Lys
Val
Asp
Gly
130
His
Ser
Phe
Leu
Ala
210
Val
Phe
Val
Glu
Lys
290
Ala
Asn
Ile
Thr

Ile
370

Hig
Asp
Leu
35

Glu
Leu
Val
Ser
Lys
115
Leu
Gly
Gln
Glu
Ser
195
Val
Gly
Asp
Glu
Lys
275
Lys
Gly
Gln
Gly
Ser

355
Lys

Hig
Ser
Gln
Leu
Gly
Asn
Asp
100
Val
Ala
Gly
Asn
Tyr
180
Leu
Leu
Ser
Pro
Arg
260
Ile
Leu
Ile
Leu
Glu
340
Arg

Arg

His
Thr
Gly
Ile
Pro
Asp
Ser
Ser
Pro
Val
Lys
165
Leu
Ala
Leu
Val
Lys
245
Ile
Arg
Leu
Lys
Gln
325
Gln

Glu

Arg

ES 2653 718 T3

Hisg
Gly
Glu
Glu
Asp
70

Arg
Lys
Trp
Glu
Ser
150
Gln
Thr
Arg
Gln
Ala
230
Gly
Phe
Thr
Glu
Ala
310
Tyr
Glu
Glu

Thr

Hig
Ser
Arg
Glu
55

Glu
Arg
Phe
Glu
Val
135
Leu
Ala
Leu
Gly
Thr
215
Ala
Arg
Ser
Thr
Glu
295
Glu
Cys
Leu

Val

Gly
375

Gly
Ala
Val
40

Glu
Ser
Ile
Arg
Glu
120
Ala
Val
Leu
Phe
Leu
200
Pro
Gly
Lys
Ile
Glu
280
Arg
Leu
Glu
Lys
Asp

360
Gln

164

Lys
Glu
Arg
Val
Lys
Leu
Thr
105
Val
Asp
Glu
Glu
Gly
185
Asp
Ala
Gly
Val
Val
265
Thr
Leu
Leu
Glu
Asp
345
Val

Fro

Pro
10

Arg
Gly
Ala
Gln
Azp

Ile

Lys

Gln
Gly
170
Ile
Tyr
Gln
Arg
Pro
250
Glu
Gln
Lys
Tyr
Ala
330
Gly
Arg

Leu

Ile
Ala
Leu
Lys
Lys
75

Gly
Cys
Asn
Ile
Leu
155
Leu
Asp
Tyr
Ala
Tyr
235
Cys
Gln
Val
Leu
Lys
315
Gly
Val
Arg

Cys

Pro
Ala
Lys
Leu
60

Phe
Met
Ser
Glu
Gly
140
Leu
Gly
Asp
Thr
Gly
220
Asp
Val
Arg
Leu
Val
300
Lys
Ile
Ile
Glu

Ile
380

Asn
Leu
Gln
45

Leu
Val
Phe
Ser
Met
125
Asp
Gln
Asp
Lys
Gly
205
Glu
Gly
Gly
Leu
Val
285
Ser
Asn
Pro
Lys
Asp

365
Cys

Pro
Glu
Gln
Lys
Leu
Ala
Val
110
Val
Tyr
Asp
Leu
Ile
190
Val
Glu
Leu
Leu
Glu
270
Ala
Glu
Pro
Leu
Leu
350

Leu

Leu

Leu
15

Glu
Lys
Leu
Lys
Ile
95

Asp
Gly
Val
Pro
Lys
175
Ser
Ile
Pro
Val
Ser
255
Ala
Ser
Leu
Lys
Val
335
Arg
Val

Glu

Leu
Leu
Ala
Lys
Thr
80

Cys
Lys
Glu
Gln
Lys
160
Leu
Phe
Tyr
Leu
Gly
240
Ile
Leu
Ala
Trp
Leu
320
Ala

Ser

Glu
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2653 718 T3

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 90

Met
1
Gly

Ile

Pro
Aszp
65

Ser
Ser
Pro
Val
Lys
145
Leu

Ala

Val
Lys
225
Ile
Arg
Leu
Lys
Gln
305
Gln
Glu

Arg
Aszn
<210>91

<211>423
<212> PRT

Gly
Glu

Glu

Asp
Arg
Lys
Trp
Glu
Ser
130
Gln
Thr
Arg
Gln
Ala
210
Gly
Phe
Thr
Glu
Ala
290
Tyr
Glu
Glu

Thr

Pro
370

Ser
Arg

Glu

35
Glu

Arg
Phe
Glu
Val
115
Ala
Leu
Gly
Thr
195
Ala
Arg
Ser
Thr
Glu
275

Glu

Cys

Val

Gly
355

Ala
Val

20
Glu

Ser
Ile
Arg
Glu
100
Ala

Val

Phe
Leu
130
Pro
Gly
Lys
Ile
Glu

260
Arg

Glu
Lys
Asp

340
Gln

Glu
Arg

Val

Lys
Leu
Thr
85

Val
Asp
Glu
Glu
Gly
165
Aszp
Ala
Gly
Val
Val
245
Thr
Leu
Leu
Glu
Asp
325
Val

Pro

Gly

Arg
Gly

Ala

Gln
Asp
70

Ile
Lys
Arg
Gln
Gly
150
Ile
Tyr
Gln
Arg
Pro
230
Glu
Gln
Lys
Tyr
Ala

310
Gly

Ala

Lys

Lys
55

Gly
Cys
Aszn
Ile
Leu
135
Aszsp
Tyr
Ala
Tyr
215
Cys
Gln
Val
Leu
Lys
295
Gly
Val
Arg
Cys

Asgp
375

Ala
Lys

Leu

40
Phe

Met
Ser
Glu
Gly
120
Leu
Gly
Asp
Thr
Gly
200
Asp
Val
Arg
Leu
Val
280
Lys
Ile
Ile
Glu
Ile

360
Ser

Gln
25
Leu

Val
Phe
Ser
Met
105
Asp
Gln
Asp
Lys
Gly
1385
Glu
Gly

Gly

Val
265
Ser
Asgn
Pro
Lys
Asp
345
Cys

Thr

165

Glu
10
Gln

Lys

Leu
Ala
Val
90

Val
Tyr

Asp

Ile
170
Val

Glu

Leu
Glu
250
Ala
Glu

Pro

Leu
330
Leu

His

Glu
Lys

Leu

Lys
Ile
75

Aszp
Gly
Val
Pro
Lys
155
Ser
Ile
Pro
Val
Ser
235
Ala
Ser
Leu
Lys
Val
315
Arg
Val
Glu

His

Ala

Lys

Thr
60

Cys
Lys
Glu
Gln
Lys
140

Phe

Tyr

Gly
220
Ile

Ala
Trp
Leu
300
Ala
Ser
Glu
Gly

His
380

Val
Ser

Ala

45
Pro

Asp
Glu
Gly
205
Met
Gly
Glu
Gln
Asp
285
Ile
Val
Glu
Lys

365
His

Lys
Ala

30
Gln

Lys
Val
Asp
Gly
110
His
Ser
Phe
Leu
Ala
190
Val
Phe
Val
Glu
Lys
270
Ala
Azn
Ile
Thr
Ile
350

Pro

His

Leu
15
Glu

Leu

Val
Ser
Lys
95

Leu
Gly
Gln
Glu
Ser
175
Val
Gly
Asp
Glu
Lys
255
Lys
Gly
Gln
Gly
Ser
335
Lys

Ile

His

Gln

Gly

Asn
Aszp
80

Val
Ala
Gly
Asn
Tyr

160
Leu

Ser
Pro
Arg

240
Ile

Glu
320
Arg
Arg

Pro



ES 2653 718 T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 91

166



Met
Gly
Val
Ser
Ala
65

Pro
Lys
vVal
Leu
Thr
145
Val
Asp
Glu
Glu
Gly
225
Asp
Ala
Gly
val
val
305
Thr
Leu
Leu
Glu
Asp
385
val
Pro

<210> 92

<211> 423
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

His
Leu
Lys
Ala

50
Gln

Lys
vVal
Ile
Asp
130
Ile
Lys
Arg
Gln
Gly
210
Ile
Tyr
Gln
Arg
Pro
290
Glu
Gln
Lys
Tyr
Ala
370
Gly

Arg

Leu

Hisg
Asp
Leu
35

Glu

Leu

Gly
Phe
Asp
115
Gly
Cys
Asn
Ile
Leu
195
Leu
Asp
Tyr
Ala
Tyr
275
Cys
Gln
val
Leu
Lys
355
Gly
Val

Arg

Cys

His
Ser
20

Gln

Leu

Gly

Thr
Asp
100
Thr
Met
Ser
Glu
Gly
180
Leu
Gly
Asp
Thr
Gly
260
Asp
Val
Arg
Leu
val
340
Lys
Ile
Ile

Glu

Ile
420

His
Thr
Gly
Ile

Pro

Arg
85

Val
Pro
Phe
Ser
Met
165
Asp
Gln
Asp
Lys
Gly
245
Glu
Gly
Gly
Leu
val
325
Ser
Asn
Pro
Lys
Asp

405
Cys

ES 2653 718 T3

Hisg
Gly
Glu
Glu
Asp
70

Asp
Ile
Val
Ala
Val
150
Val
Tyr
Asp
Leu
Ile
230
Val
Glu
Leu
Leu
Glu
310
Ala
Glu
Pro
Leu
Leu
350

Leu

Leu

His
Ser
Arg
Glu

55
Glu

Tyr
Ile
Phe
Ile
135
Asp
Gly
Val
Pro
Lys
215
Ser
Ile
Pro
Val
Ser
295
Ala
Ser
Leu
Lys
Val
375
Arg

val

Glu

Gly
Ala
vVal
40

Glu

Ser

Ser
Arg
Glu
120
Cys
Lys
Glu
Gln
Lys
200
Leu
Phe
Tyr
Leu
Gly
280
Ile
Leu
Ala
Trp
Leu
360
Ala

Ser

Glu

Lys
Glu
25

Arg
Val

Lys

Pro
Cys
105
Leu
Gly
Leu
Lys
Gln
185
Leu
Leu
Asp
Glu
Gly
265
Met
Gly
Glu
Gln
Asp
345
Leu
Ile

Val

Glu

167

Pro
10

Arg
Gly
Ala

Gln

Arg
80

Phe
Lys
vVal
Asp
Gly
170
His
Ser
Phe
Leu
Ala
250
Val
Phe
Val
Glu
Lys
330
Ala
Asn
Ile

Thr

Ile
410

Ile
Ala
Leu
Lys
Lys
75

Gln
Lys
Val
Ser
Lys
155
Leu
Gly
Gln
Glu
Ser
235
Val
Gly
Asp
Glu
Lys
315
Lys
Gly
Gln
Gly
Ser

395
Lys

Fro
Ala
Lys
Leu

&0
Phe

Met
Arg
Asn
Asp
140
Val
Ala
Gly
Asn
Tyr
220
Leu
Leu
Ser
Pro
Arg
300
Tle
Leu
Tle
Leu
Glu
380

Arg

Arg

Asn
Leu
Gln
45

Leu

Val

Ala
His
Asp
125
Ser
Ser
Pro
Val
Lys
205
Leu
Ala
Leu
val
Lys
285
Ile
Arg
Leu
Lys
Gln
3€5
Gln
Glu

Arg

Pro
Glu
30

Gln
Lys

Leu

val
Gly
110
Arg
Lys
Trp
Glu
Ser
130
Gln
Thr
Arg
Gln
Ala
270
Gly
Phe
Thr
Glu
Ala
350
Tyr
Glu
Glu

Thr

Leu
15

Glu
Lys

Leu

Lys

Arg
85

Ala
Arg
Phe
Glu
Val
175
Leu
Ala
Leu
Gly
Thr
255
Ala
Arg
Ser
Thr
Glu
335
Glu
Cys
Leu

val

Gly
415

Leu
Leu
Ala
Lys
Thr
80

Glu
Glu
Ile
Arg
Glu
160
Ala
Val
Leu
Phe
Leu
24Q
Pro
Gly
Lys
Ile
Glu
329
Arg
Leu
Glu
Lys
Asap

400
Gln



ES 2653 718 T3

<220>
<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 92

Met Gly Ser Ala Glu Arg Ala Ala Leu Glu Glu Leu Val Lys Leu Gln

Gly Glu Arg Val Arg Gly Leu Lys Gln Gln Lys Ala Ser Ala Glu Leun
20 25 30
Ile Glu Glu Glu Val Ala Lys Leu Leu Lys Leu Lys Ala Gln Leu Gly
35 40 45
Pro Asp Glu Ser Lys Gln Lys Phe Val Leu Lys Thr Pro Lys Gly Thr
50 55 60
Arg Asp Tyr Ser Pro Arg Gln Met Ala Val Arg Glu Lys Val Phe Asp

65 70 75 80
Val Ile Ile Arg Cys Phe Lys Arg His Gly Ala Glu vVal Ile Asp Thr
85 90 95
Pro Val Phe Glu Leu Lys Val Asn Asp Arg Arg Ile Leu Asp Gly Met
100 105 110
Phe Ala Ile Cys Gly Val Ser Asp Ser Llys Phe Arg Thr Ile Cys Ser
115 120 125
Ser Val Asp Lys Leu Asp Lys Val Ser Trp Glu Glu Val Lys Asn Glu
130 135 140
Met Val Gly Glu Lys Gly Leu Ala Pro Glu Val Ala Asp Arg Ile Gly
145 150 155 160
Asp Tyr Val Gln Gln His Gly Gly vVal Ser Leu Val Glu Gln Leu Leu
165 170 175
Gln Asp Pro Lys Leu Ser Gln Asn Lys Gln Ala Leu Glu Gly Leu Gly
180 185 190
Asp Leu Lys Leu Leu Phe Glu Tyr Leu Thr Leu Phe Gly Ile Asp Asp
195 200 205
Lys Ile Ser Phe Asp Leu Ser Leu Ala Arg Gly Leu Asp Tyr Tyr Thr
210 215 220
Gly Val Ile Tyr Glu Ala Val Leu Leu Gln Thr Pro Ala Gln Ala Gly
225 230 235 240
Glu Glu Pro Leu Gly Val Gly Ser Val Ala Ala Gly Gly Arg Tyr Asp
245 250 255
Gly Leu Val Gly Met Phe Asp Pr¢ Lys Gly Arg Lys Val Pro Cys Val
260 265 270
Gly Leu Ser Ile Gly Val Glu Arg Ile Phe Ser Ile Val Glu Gln Arg
275 280 285
Leu Glu Ala Leu Glu Glu Lys Ile Arg Thr Thr Glu Thr Gln Val Leu
290 295 300
Val Ala Ser Ala Gln Lys Lys Leu Leu Glu Glu Arg Leu Lys Leu Val
305 310 315 320
Ser Glu Leu Trp Asp Ala Gly Ile Lys Ala Glu Leu Leu Tyr Lys Llys
325 330 335
Asn Pro Lys Leu Leu Asn Gln Leu Gln Tyr Cys Glu Glu Ala Gly Ile
340 345 350
Pr¢ Leu Val Ala Tle TIle Gly Glu Gln Glu Leu Lys Asp Gly Val Ile
355 360 365
Lys Leu Arg Ser Val Thr Ser Arg Glu Glu Val Asp Val Arg Arg Glu
370 375 380
Asp Leu Val Glu Glu Ile Lys Arg Arg Thr Gly Gln Pro Leu Cys Ile
385 390 395 400
Cys Leu Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser
405 410 415
Thr His His His His His His
420

168



10

<210> 93

<211> 497
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 93

Met Hig Hisg Hisg
1
Gly Leu Asp Ser
20
Val Lys Leu Gln
35
Ser Ala Glu Len
50

ES 2653 718 T3

Hig Hig Hig Gly Lys Pro Ile Pro Asn

5

Thr Gly Ser Ala Glu Arg Ala Ala Leu
Gly Glu Arg Val Arg Gly Leu Lys Gln

Ile Glu Glu Glu Val Ala Lys Leu Len

55

40

169

25

10

60

45

Pro
Glu
30

Gln

Lys

Leu
15

Glu
Lys

Len

Leu
Leu
Ala

Lys



Ala
65

Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
145
Leu
Val
Phe
Ile
Asp
225
Gly
Val
Pro
Lys
Ser
305
Ile
Pro
Val
Ser
Ala
385
Ser
Leu
Lys
Val
Arg
465
Val

Glu

<210> 94
<211> 497
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln
Lys
Val
Ile
Gly
130
Leu
Ala
Tyr
Tyr
Cys
210
Lys
Glu
Gln
Lys
Leu
280
Phe
Tyr
Len
Gly
Ile
370
Leu
Ala
Trp
Len
Ala
450

Ser

Glu

Leu
Gly
Phe
Asp
115
Glu
Leu
Met
Arg
Gln
185
Gly
Leu
Lys
Gln
Len
275
Leu
Asp
Glu
Gly
Met
355
Gly
Glu
Gln
Asp
Len
435
Ile

Val

Glu

Gly
Thr
Asp
100
Thr
Asp
Ser
Asn
Arg
180
Cys
Val
Asp
Gly
His
260
Ser
Phe
Leu
Ala
Val
340
Phe
Val
Glu
Lys
Ala
420
Asn
Ile

Thr

Ile

Pro
Arg
85

Val
Pro
Ser
Leu
Lys
165
Asp
Val
Ser
Lys
Leu
245
Gly
Gln
Glu
Ser
Val
325
Gly
Asp
Glu
Lys
Lys
405
Gly
Gln
Gly

Ser

Lys
485

ES 2653 718 T3

Asp
70

Asp
Ile
Val
Lys
Arg
150
Leu
Asn
Asn
Asp
Val
230
Ala
Gly
Asn
Tyr
Leu
310
Leu
Ser
Pro
Arg
Ile
350
Leu
Ile
Leu
Glu
Arg

470
Arg

Glu
Tyr
Ile
Phe
Leu
135
Tyr
Thr
Pro
Asp
Ser
215
Ser
Pro
Val
Lys
Leu
2585
Ala
Leu
Val
Lys
Ile
375
Arg
Leu
Lys
Gln
Gln
455
Glu

Arg

Ser
Ser
Arg
Glu
120
Ile
Asp
Asn
Ala
Arg
200
Lys
Trp
Glu
Ser
Gln
280
Thr
Arg
Gln
Ala
Gly
360
Phe
Thr
Glu
Ala
Tyr
440
Glu
Glu

Thr

Lys
Pro
Cys
105
Leu
Tyr
Leu
Ile
Met
185
Arg
Phe
Glu
Val
Leu
265
Ala
Leu
Gly
Thr
Ala
345
Arg
Ser
Thr
Glu
Glu
425
Cys
Leu

Val

Gly

170

Gln
Arg
90

Phe
Lys
Asp
Thr
Lys
170
Thr
Ile
Arg
Glu
Ala
250
Val
Leu
Phe
Leu
Pro
330
Gly
Lys
Ile
Glu
Arg
410
Leu
Glu
Lys

Asp

Gln
480

Lys
75

Gln
Lys
Glu
Leu
Val
155
Arg
Arg
Leu
Thr
Val
235
Asp
Glu
Glu
Gly
Asp
315
Ala
Gly
Val
Val
Thr
3585
Leu
Leu
Glu
Asp
val

475
Pro

Phe
Met
Arg
Thr
Lys
140
Pro
Tyr
Gly
Asp
Ile
220
Lys
Arg
Gln
Gly
Ile
300
Tyr
Gln
Arg
Pro
Glu
380
Gln
Lys
Tyr
Ala
Gly
460

Arg

Leu

Val
Ala
His
Leu
125
Asp
Phe
His
Arg
Gly
205
Cys
Asn
Ile
Leu
Leu
285
Asp
Tyr
Ala
Tyr
Cys
365
Gln
Val
Leu
Lys
Gly
445
val

Arg

Cys

Leu
Val
Gly
110
Met
Gln
Ala
Ile
Tyr
130
Met
Ser
Glu
Gly
Leu
270
Gly
Asp
Thr
Gly
Asp
350
val
Arg
Leu
Val
Lys
430
Ile
Ile

Glu

Ile

Lys
Arg
95

Ala
Gly
Gly
Arg
Ala
175
Arg
Phe
Ser
Met
Asp
255
Gln
Asp
Lys
Gly
Glu
335
Gly
Gly
Leu
Val
Ser
415
Asn
Pro
Lys

Asp

Cys
4385

Thr
80

Gln
Glu
Lys
Gly
Tyr
160
Lys
Glu
Ala
val
val
240
Tyr
Asp
Leu
Ile
vVal
320
Glu
Leu
Leu
Glu
Ala
400
Glu
Pro
Leu
Leu
Leu

480
Len
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<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 94

171



Met
Gly
Ile
Fro
Arg
val
Pro
Ser
Leu
Lys
145
Asp
Val
Ser
Lys
Leu
225
Gly
Gln
Glu
Ser
Val
305
Gly
Asp
Glu
Lys
Lys
385
Gly
Gln
Gly
Ser
Lys

465
Ile

Gly
Glu
Glu
Asp
Asp
Ile
Val
Lvs
Arg
130
Leun
Asn
Asn
Asp
Val
210
Ala
Gly
Asn
Tyr
Leu
290
Leu
Ser
Pro
Arg
Ile
370
Leu
Ile
Leu
Glu
Arg
450

Arg

Pro

Ser
Arg
Glu
35

Glu
Tyr
Ile
Phe
Leu
115
Tyr
Thr
Pro
Asp
Ser
185
Ser
BPro
val
Lys
Leu
275
Ala
Leu
Val
Lys
Ile
355
Arg
Leu
Lys
Gln
Gln
435
Glu
Arg

Asn

Ala
Val
20

Glu
Ser
Ser
Arg
Glu
100
Ile
Asp
Asn
Ala
Arg
180
Lys
Trp
Glu
Ser
Gln
2860
Thzr
Arg
Gln
Ala
Gly
340
Phe
Thr
Glu
Ala
Tyr
420
Glu
Glu

Thr

Pro

Glu
Arg
val
Lys
Pro
Cys
85

Leu
Tyr
Leu
Ile
Met
165
Arg
Phe
Glu
vVal
Leu
245
Ala
Leu
Gly
Thr
Ala
325
Arg
Ser
Thr
Glu
Glu
405
Cys
Leun
Val

Gly

Leu
485

ES 2653 718 T3

Arg
Gly
aAla
Gln
Arg
70

Phe
Lys
Asp
Thr
Lys
150
Thr
Ile
Arg
Glu
ala
230
val
Leu
FPhe
Leu
Pro
310
Gly
Lys
Ile
Glu
Arg
3590
Leu
Glu
Lys
Asp
Gln

470
Leu

Ala
Leu
Lys
Lys
55

Gln
Lys
Glu
Leu
Val
135
Arg
Arg
Leu
Thr
Val
215
Asp
Glu
Glu
Gly
Asp
295
Ala
Gly
val
Val
Thr
375
Leu
Leu
Glu
Asp
Val
455

Pro

Gly

Ala
Lys
Leu
40

Phe
Met
Arg
Thr
Lys
120
Pro
Tyr
Gly
Asp
Ile
200
Lys
Arg
Gln
Gly
Ile
280
Tyr
Gln
Arg
Pro
Glu
360
Gln
Lys
Tyr
Ala
Gly
440
Arg

Leu

Lau

Hi

172

Leu
Gln
25

Leu
Val
Ala
His
Leu
105
Asp
Phe
His
Arg
Gly
185
Cys
Asn
Ile
Leu
Leu
265
Asp
Tyr
Ala
Tyr
Cys
345
Gln
Val
Leun
Lys
Gly
425
vVal
Arg

Cys

Asp

=2

Glu
10

Gln
Lys
Leu
Val
Gly
Met
Gln
Ala
Ile
Tyr
170
Met
Ser
Glu
Gly
Leu
250
Gly
Asp
Thr
Gly
Asp
330
val
Arg
Leu
val
Lys
410
Ile
Ile
Glu

Ile

Ser
490

Glu
Lys
Leu
Lys
Arg
75

Ala
Gly
Gly
Arg
Ala
155
Arg
Phe
Sar
Met
Asp
235
Gln
Asp
Lys
Gly
Glu
315
Gly
Gly
Leu
Val
Ser
395
Asn
Pro
Lys
Asp
Cys

475
Thr

Leu
Ala
Lys
Thr
60

Glu
Glu
Lys
Gly
Tyr
140
Lys
Glu
Ala
val
Val
220
Tyr
Asp
Leu
Ile
val
300
Glu
Leu
Leu
Glu
Ala
380
Glu
Pro
Leu
Leu
Leu
460

Leu

His

val
Ser
aAla
45

Prag
Lys
Val
Tyr
Glu
125
Leu
Val
Phe
Ile
Asp
295
Gly
val
Prao
Lys
Ser
285
Ile
Pro
vVal
Ser
Ala
365
Ser
Leu
Lys
Val
Arg
445
Val

Glu

Hisg

Lys
Ala
30

Gln
Lys
Val
Ile
Gly
110
Leu
Ala
Tyr
Tyr
Cys
130
Lys
Glu
Gln
Lys
Leu
270
Phe
Tyr
Leu
Gly
Ile
350
Leu
Ala
Trp
Leu
Ala
430
Ser
Glu
Gly

His

Leu
15

Glu
Leu
Gly
Phe
Asp
Glu
Leu
Met
Arg
Gln
175
Gly
Leu
Lys
Gln
Leu
255
Leu
Asp
Glu
Gly
Met
335
Gly
Glu
Gln
Asp
Leu
415
Ile
Val
Glu
Lys

His
495

Gln
Leu
Gly
Thr
Asp
Thr
Asp
Ser
Asn
Arg
160
Cys
Val
Asp
Gly
His
240
Ser
Phe
Leu
Ala
Val
320
Phe
Val
Glu
Lys
Ala
400
Asn
Ile
Thr
Ile
Pro

480
His
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ES 2653 718 T3

<210> 95

<211> 493

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 95

173



Met
Gly
Val
Ser
Ala
65

Pro
Tyr
Leu
Ile
Met
145
Ala
Met
Val
Ser
Lys
225
Leu
Gly
Gln
Glu
Ser
305
Val
Gly
Asp
Glu
Lys

385
Lys

His
Leu
Lys
Ala
50

Gln
Lys
Asp
Thr
Lys
130
Thr
Gly
Cys
Asn
Asp
210
Val
Ala
Gly
Asn
Tyr
290
Leu
Leu
Ser
Pro
Arg
370

Ile

Leu

His
Asp
Leu
35

Glu
Leu
Glu
Leu
Val
115
Arg
Arg
Asn
Glu
Asp
185
Ser
Ser
Pro
val
Lys
275
Leu
Ala
Leu
Val
Lys
355
Ile

Arg

Leu

His
Ser
20

Gln
Leu
Gly
Thr
Lys
100
Pro
Tyr
Gly
Phe
Ile
180
Arg
Lys
Trp
Glu
Ser
260
Gln
Thr
Arg
Gln
Ala
340
Gly
Phe

Thr

Glu

His
Thr
Gly
Ile
Pro
Leu
85

Asp
Phe
His
Arg
Asp
165
Arg
Phe

Glu

Thr
325
Ala
Arg
Ser

Thr

Glu

ES 2653 718 T3

His
Gly
Glu
Glu
Asp
70

Met
Gln
Ala
Ile
Tyr
150
Pro
Ser
Ile
Arg
Glu
230
Ala
Val
Leu
Phe
Leu
310
Pro
Gly
Lys
Ile
Glu

390
Arg

His
Ser
Arg
Glu
55

Glu
Gly
Gly
Arg
Ala
135
Arg
Met
Ser
Leu
Thr
215
Val
Asp
Glu
Glu
Gly
295
Asp
Ala
Gly
Val
Val
375

Thr

Leu

Gly
Ala
val
40

Glu
Ser
Lys
Gly
Tyr
120
Lys

Glu

Ile

Asp
200
Ile
Lys
Arg
Gln
Gly
280
Ile
Tyr
Gln
Arg
Pro
360
Glu
Gln

Lys

174

Lys
Glu
25

Arg
val
Lys
Tyr
Glu
105
Leu
val
Phe
Pro
Gln
185
Gly
Cys
Asn
Ile
Leu
265
Leu
Asp
Tyr
Ala
Tyr
345
Cys
Gln

Val

Leu

Pro
10

Arg
Gly
Ala
Gln
Gly
90

Leu
Ala
Tyr
Tyr
Asp
170
Ile
Met
Ser
Glu
Gly
250
Leu
Gly
Asp
Thr
Gly
330
Asp
Val
Arg

Leu

Val

Ile
Ala
Leu
Lys
Lys
75

Glu
Leu
Met
Arg
Gln
155
Ala
Gly
Phe
Ser
Met
235
Asp
Gln
Asp
Lys
Gly
315
Glu
Gly
Gly
Leu
Val

395
Ser

Pro
Ala
Lys
Leu
60

Phe
Asp
Ser
Asn
Arg
140
Cys
Glu
Asp
Ala
Val
220
Val
Tyr
Asp
Leu
Ile
300
Val

Glu

Leu

Glu
380
Ala

Glu

Asn
Leu
Gln
45

Leu
Val
Ser
Leu
Lys
125
Asp
Asp
Cys
Phe
Ile
205
Asp
Gly
val
Pro
Lys
285
Ser
Ile
Pro
val
Ser
365
Ala

Ser

Leu

Pro
Glu
30

Gln
Lys
Leu
Lys
Arg
110
Leu
Asn
Phe
Leu
Leu
150
Cys
Lys
Glu
Gln
Lys
270
Leu
Phe
Tyr
Leu
Gly
350
Ile

Leu

Ala

Trp

Leu
15

Glu
Lys
Leu
Lys
Leu
95

Tyr
Thr
Pro
Asp
Lys
175
Val
Gly
Leu
Lys
Gln
255
Leu
Asp
Glu
Gly
335
Met
Gly
Glu

Gln

Asp

Leu
Ala
Lys
Thr
g0

Ile
Asp
Asn
Ala
Ile
160
Ile
Lys
Val
Asp
Gly
240
His
Ser

Phe

Ala
320
Val
Phe
val
Glu
Lys

400
Ala
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Gly
Gln
Gly
Ser

465
Lys

<210> 96
<211> 493
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

Glu
450
Arg

Arg

Lys
Gln
435
Gln
Glu

Arg

Ala
420
Tyr
Glu
Glu

Thr

405
Glu

Cys
Leu
val

Gly
4385

ES 2653 718 T3

Leu
Glu
Lys
Asp

470
Gln

Leu
Glu
Asp
455
Val

Pro

Tyr
Ala
440
Gly
Arg

Leu

Lys
425
Gly
val
Arg

Cys

410
Lys

Ile
Ile
Glu

Ile
490

Agn
Pro
Lys
Asp

475
Cys

Pro

Lys
vVal
445
Arg
vVal

Glu

415
Leu Leu Asn
430
Ala Ile Ile

Ser Val Thr

Glu Glu Ile
480

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 96

175



Met
Gly
Ile
Pro
Leu
65

Asp

Phe

His

Asp
145
Leu
Arg
Phe
Glu
Val
225
Leu
Ala
Leu
Gly
Thr

305
Ala

Gly
Glu
Glu
Asp
50

Met
Gln
Ala
Ile
Tyr
130
Pro
Ser
Ile
Arg
Glu
210
Ala
Val
Leu
Phe
Leu
290

Pro

Gly

Ser
Arg
Glu
35

Glu
Gly
Gly
Arg
Ala
115
Arg
Met
Ser
Leu
Thr
195
Val
Asp
Glu
Glu
Gly
275
Asp

Ala

Gly

Ala
Val
20

Glu
Ser
Lys
Gly
Tyr
100
Lys
Glu
Ile
Leu
Asp
180
Ile
Lys
Arg
Gln
Gly
260
Ile

Tyr

Gln

Glu
Arg
Val
Lys
Tyr
Glu
85

Leu
Val
Phe
Pro
Gln
165
Gly
Cys
Asn
Ile
Leu
245
Leu
Asp
Tyr
Ala

Tyr
325

ES 2653 718 T3

Arg
Gly
Ala
Gln
Gly
Leu
Ala
Tyr
Tyr
Asp
150
Ile
Met
Ser
Glu
Gly
230
Leu
Gly
Asp
Thr
Gly

310
Asp

Ala
Leu
Lys
Lys
55

Glu
Leu
Mat
Arg
Gln
135
Ala
Gly
Phe
Ser
Mat
215
Asp
Gln
Asp
Lys
Gly
295
Glu

Gly

Ala
Lys
Leu
40

Phe
Asp
Ser
Asn
Arg
120
Cys
Glu
Asp
Ala
Val
200
Val
Tyr
Asp
Leu
Ile
280
Val

Glu

Leu

176

Leu
Gln
25

Leu
Val
Ser
Leu
Lys
105
Asp
Asp
Cys
Phe
Ile
185
Asp
Gly
Val
Pro
Lys
265
Ser
Ile

Fro

Val

Glu
10

Gln
Lys
Leu
Lys
Arg
90

Leu
Asn
Phe
Leu
Leu
170
Cys
Lys
Glu
Gln
Lys
250
Leu
Phe
Tyr

Leu

Gly
330

Glu
Lys
Leu
Lys
Leu
75

Tyr
Thr
Pro
Asp
Lys
155
Val
Gly
Leu
Lys
Gln
235
Leu
Leu
Asp
Glu
Gly

315
Met

Leu
Ala
Lys
Thr
60

Ile
Asp
Asn
Ala
Ile
140
Ile
Lys
Val
Asp
Gly
220
His
Ser
Phe
Leu
Ala
300

Val

Phe

Val
Ser
Ala
45

Pro
Tyr
Leu
Ile
Met
125
Ala
Met
Val
Ser
Lys
205
Leu
Gly
Gln
Glu
Ser
285
Val

Gly

Asp

Lys
Ala
30

Gln
Lys
Asp
Thr
Lys
110
Thr
Gly
Cys
Asn
Asp
190
Val
Ala
Gly
Asn
Tyr
270
Leu
Leu

Ser

Pro

Leu
15

Glu
Leu
Glu
Leu
Val
95

Arg
Arg
Asn
Glu
Asp
175
Ser
Ser
Pro
Val
Lys
255
Leu
Ala
Leu

Val

Lys
335

Gln
Leu
Gly
Thr
Lys
80

Pro
Tyr
Gly
Phe
Ile
160
Arg
Lys
Trp
Glu
Ser
240
Gln
Thr
Arg
Gln
Ala

320
Gly
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Arg
Ser
Thr
Glu
385
Glu
Cys
Leu
val
Gly

465
Leu

<210>97
<211> 459
<212> PRT

Lys
Ile
Glu
370
Arg
Leu
Glu
Lys
Asp
450
Gln

Leu

Val
Val

355
Thr

Leu
Glu
Asp
435
Val

Pro

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 97

Pro
340
Glu
Gln
Lys
Tyr
Ala
420
Gly
Arg
Leu

Leu

Cys
Gln

Val

Lys
405
Gly
Val
Arg
Cys

Asp
485

ES 2653 718 T3

Val

Arg

Val
350
Lys
Ile
Ile
Glu

Ile
470
Ser

Gly
Leu
Val
375
Ser
Asn
Pro
Lys
Asp
455
Cys

Thr

Leu
Glu
360
Ala
Glu
Pro
Leu
Leu

440
Leu

His

177

Ser
345
Ala

Ser

Lys
Val
425
Arg
Val
Glu

His

Ile
Leu
Ala
Trp
Leu
410
Ala
Ser
Glu
Gly

His
490

Gly
Glu
Gln
Asp
395
Leu
Ile
val
Glu
Lys

475
His

Val
Glu
Lys
380
Ala
Asn
Ile
Thr
Ile
460

Pro

His

Glu
Lys
365
Lys
Gly
Gln
Gly
Ser
445
Lys
Ile

His

Arg
350
Ile

Ile
Leu
Glu
430
Arg
Arg

Pro

Ile

Arg

Lys
Gln
415
Gln
Glu
Arg

Asn

Phe
Thr
Glu
Ala
400
Tyr
Glu
Glu

Thr

Pro
480



Met
Gly
Val
Ser
Ala
65

Pro
lys
Val
Asn
Glu
145
Asp
Ser
Ser
Pro
Val
225

Lys

Leu

Ala
Lau
Val
305
Lys

Ile

Leu
Lys
385
Gln
Gln

Glu

His
Lau
Lys
Ala
50

Gln
Lys
Val
Ile
Phe
130
Ile
Arg
Lys
Trp
Glu
210
Ser

Gln

Thr

Arg
Gln
290
Ala
Gly
Phe
Thr
Glu
370
Ala
Tyr
Glu
Glu

Thr
450

His
Asp
Leu
35

Glu
Leu
Gly
Phe
Asp
115
Asp
Leu
Arg
Phe
Glu
195
Val
Leu

Ala

Leu

Gly
275
Thr
Ala
Arg
Ser
Thr
355
Glu
Glu
Cys
Lau
val

435
Gly

His
Ser
20

Gln
Leu
Gly
Thr
Asp
100
Thr
Pr¢
Sar
Ile
Arg
180
Glu
Ala
Val

Leu

Phe

260
Leu

Pro
Gly
Lys
Ile
340
Glu
Arg
Leu
Glu
Lys
420
Asp

Gln

His
Thr
Gly
Ile
Pro
Arg
85

Val
Pro
Met
Ser
Leu
165
Thr
Val
Asp
Glu
Glu

245
Gly

Asp
Ala
Gly
Val
325
val
Thr
Leu
Leu
Glu
405
Asp
Vval

Pro

ES 2653 718 T3

His
Gly
Glu
Glu
Asp
Asp
Ile
Val
Ile
Leu
150
Asp
Ile
lys
Arg
Gln
230
Gly

Ile

Tyr
Gln
Arg
310
Pre
Glu
Gln
Lys
Tyr
390
Ala
Gly
Arg

Leu

His
Ser
Arg
Glu
55

Glu
Tyr
Ile
Phe
Pr¢
135
Gln
Gly
Cys
Asn
Ile
215
Leau

Lau

Asp

Tyr
Ala
295
Tyr
Cys
Gln
Val
Leu
375
Lys
Gly
Val
Arg

Cys
455

Gly
Ala
Val
40

Glu
Ser
Ser
Arg
Glu
120
Asp
Ile
Met
Ser
Glu
200
Gly
Leu

Gly

Asp

Thr
280
Gly
Asp
Val
Arg
Leu
360
val
Lys
Ile
Ile
Glu

440
Ile

178

Lys
Glu
25

Arg
val
Lys
Pro
Cys
105
Leu
Ala
Gly
Phe
Ser
185
Met
Asp
Gln
Asp
Lys
265
Gly
Glu
Gly
Gly
Leu
345
val
Ser
Asn
Pro
Lys
425
Asp

Cys

Pro
10

Arg
Gly
Ala
Gln
Arg
80

Phe
Lys
Glu
Asgp
Ala
170
val
Val
Tyr
Asp
Leu

250
Ile

Val
Glu
Leu
Leu
330
Glu
Ala
Glu
Fro
Leu
410
Leu

Leu

Leu

Ile
Ala
Leu
Lys
Lys
15

Gln
lys
Asp
Cys
Phe
155
Ile
Asp
Gly
Val
Pro
235

Lys

Ser

Ile
Pro
Val
315
Ser
Ala
Ser
Leu
Lys
395
Val
Arg
Val

Glu

Pro
Ala
Lys
Leu
60

Phe
Met
Arg
Phe
Leu
140
Leu
Cys
lys
Glu
Gln
220
Lys

Leu

Phe

Tyr
Leu
300
Gly
Ile

Leu

Ala

Trp
380
Leu
Ala
Ser

Glu

Asn
Leu
Gln
45

Leu
val
Ala
His
Asp
125
Lys
val
Gly
Leu
lys
205
Gln
Leu

Leu

Asp

Glu
285
Gly
Met
Gly
Glu
Gln
365
Asp
Leu
Ile
Val

Glu
445

Pro
Glu
Gln
Lys
Leu
Val
Gly
110
Ile
Ile
Lys
Val
Asp
130
Gly
His
Ser

Phe

Leu

270
Ala

Val
Phe
Val
Glu
350
Lys
Ala
Asn
Ile
Thr

430
Ile

Leu
15

Glu
Lys
Leu
Lys
Arg
85

Ala
Ala
Met
Val
Ser
175
lys
Leu
Gly
Gln
Glu

255
Ser

Val
Gly
Asp
Glu
335
lys
lys
Gly
Gln
Gly
415

Ser

lys

Leu
Leu
Ala
Lys
Thr
80

Glu
Glu
Gly
Cys
Asn
160
Asp
Val
Ala
Gly
Asn
240

Tyr

Leu

Leu
Ser
Pro
320
Arg
Ile
Leu
Ile
Leu
400
Glu

Arg
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<210>98
<211>45

9

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 98

Met
Gly
Ile
Pro
Arg
65

Val
Pro
Met
Ser
Leu
145
Thr
Val

Asp

Glu

Gly
Glu
Glu
Asp
Asp
Ile
Val
Ile
Leu
130
Asp
Ile
Lys
Arg

Gln
210

Ser
Arg
Glu
35

Glu
Tyr
Ile
Phe
Pro
115
Gln
Gly
Cys
Aszsn
Ile

195
Leu

Ala
Val
20

Glu
Ser
Ser
Arg
Glu
100
Asp
Ile
Met
Ser
Glu
180
Gly

Leu

Glu
Arg
Val
Lys
Pro
Cys
85

Leu
Ala
Gly
Phe
Ser
165
Met

Asp

Gln

ES 2653 718 T3

Arg
Gly
Ala
Gln
Arg
70

Phe
Lys
Glu
Asp
Ala
150
Val
Val
Tyr

Asp

Ala
Leu
Lys
Lys
55

Gln
Lys
Asp
Cys
Phe
135
Ile
Asp
Gly

Val

Pro
215

Ala
Lys
Leu
40

Phe
Met
Arg
Phe
Leu
120
Leu
Cys
Lys
Glu
Gln

200
Lys

179

Leu
Gln
25

Leu
Val
Ala
His
Asp
105
Lys
Val
Gly
Leu
Lys
185
Gln

Leu

Glu
10

Gln
Lys
Leu
Val
Gly
90

Ile
Ile
Lys
Val
Asp
170
Gly
His

Ser

Glu
Lys
Leu
Lys
Arg
75

Ala
Ala
Met
Val
Ser
155
Lys
Leu

Gly

Gln

Leu
Ala
Lys
Thr
60

Glu
Glu
Gly
Cys
Asn
140
Asp
Val
Ala

Gly

Asn
220

Val
Ser
Ala
45

Pro
Lys
Val
Asn
Glu
125
Asp
Ser
Ser
Pro
Val

205
Lys

Lys
Ala
30

Gln
Lys
Val
Ile
Phe

110
Ile

Lys
Trp
Glu
190

Ser

Gln

Leu
15

Glu
Leu
Gly
Phe
Asp
95

Asp
Leu
Arg
Phe
Glu
175
Val

Leu

Ala

Gln
Leu
Gly
Thr
Asp
80

Thr
Pro
Ser
Ile
Arg
160
Glu
Ala

Val

Leu
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Glu
225
Gly
Asp
Ala
Gly
Val
305
Val
Thr
Len
Len
Glu
385
Asp
Val
Pro
Gly
<210>99

<211> 165
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
Ile
Tyr
Gln
Arg
290
Pro
Glu
Gln
Lys
Tyr
370
Ala
Gly
Arg

Leu

Len
450

Leu
Asp
Tyr
Ala
275
Tyr
Cys
Gln
Val
Len
355
Lys
Gly
Val
Arg
Cys

435
Asp

Gly
Asp
Thr
260
Gly
Asp
Val
Arg
Leu
340
Val
Lys
Ile
Ile
Glu
420

Ile

Ser

Asp
Lys
245
Gly
Glu
Gly
Gly
Leu
325
Val
Ser
Asn
Pro
Lys
405
Asp

Cys

Thr

ES 2653 718 T3

Leu
230
Ile
Val
Glu
Len
Leu
310
Glu
Ala
Glu
Pro
Len
390
Leu
Leu

Leu

His

Lys
Ser
Ile
Pro
Val
295
Ser
Ala
Ser
Len
Lys
375
Val
Arg
Val

Glu

His
455

Leu Leu
Phe Asp

Tyr Glu
285

Leun Gly

280

Gly Met

Ile Gly
Leu Glu

Ala Gln
345

Trp Asp

360

Len Len

Ala Ile
Ser val

Glu Glu
425

Gly Lys

440

His His

Phe
Leu
250
Ala
Val
Phe
Val
Glu
330
Lys
Ala
Asn
Ile
Thr
410
Ile

Pro

His

Glu
235
Ser
Val
Gly
Asp
Glu
315
Lys
Lys
Gly
Gln
Gly
395
Ser
Lys

Ile

His

Tyr
Leu
Len
Ser
Pro
300
Arg
Ile
Leu
Ile
Len
380
Glu
Arg

Arg

Pro

Leu
Ala
Len
Val
285
Lys
Ile
Arg
Leu
Lys
365
Gln
Gln
Glu

Arg

Asn
445

Thr
Arg
Gln
270
Ala
Gly
Phe
Thr
Glu
350
Ala
Tyr
Glu
Glu
Thr

430
Pro

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

<400> 99

180

Leu
Gly
255
Thr
Ala
Arg
Ser
Thr
335
Glu
Glu
Cys
Len
Val
415
Gly

Leu

Phe
240
Leu
Pro
Gly
Lys
Ile
320
Glu
Arg
Len
Glu
Lys
400
Asp
Gln

Leu
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15

Met
1
Gly

Cys
Gln
Val
65

Leu
Lys
Gly
Val
Arg

145
Cys

<210> 100
<211> 165
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Hig
Leu
Val
Arg
50

Len
Val
Lys
Ile
Ile
130
Glu

Ile

His
Asp
Gly
Len
Val
Ser
Asn
Pro
115
Lys
Asp

Cys

Hig
Ser
20

Len
Glu
Ala
Glu
Pro
100
Leu
Len

Len

Len

His
Thr
Ser
Ala
Ser
Leu
85

Lys
Val
Arg
Val

Glu
165

ES 2653 718 T3

His
Gly
Ile
Len

Ala
70
Trp

Leu
Ala
Ser

Glu
150

His
Ser
Gly
Glu
55

Gln
Asp
Leu
Ile
Val

135
Glu

Gly
Phe
Val
40

Glu
Lys
Ala
Asn
Ile
120
Thr

Ile

Lys
Asp
25

Glu
Lys
Lys
Gly
Gln
105
Gly

Ser

Lys

Pro
10

Pro
Arg
Ile
Len
Ile
90

Leu

Glu

Arg

Ile
Lys
Ile
Arg
Leu
75

Lys
Gln
Gln

Glu

Arg
155

Pro
Gly
Phe
Thr
60

Glu
Ala
Tyr
Glu
Glu

140
Thr

Asn
Arg
Ser
45

Thr
Glu
Glu
Cys
Leu
125
Val

Gly

Pro
Lys
30

Ile
Glu
Arg
Leu
Glu
110
Lys
Asp

Gln

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 100

Met
1
Ser

Ala
Ser
Leu
65

Lys
val
Arg
vVal
Glu

145
His

<210> 101
<211> 327
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

Gly
Ile
Leu
Ala
50

Trp
Leu
Ala
Ser
Glu
130
Gly

His

Ser
Gly
Glu
35

Gln
Asp
Leu
Ile
Val
115
Glu

Lys

His

Phe
Val
20

Glu
Lys
Ala
Asn
Ile
100
Thr
Ile

Pro

His

Asp
Glu
Lys
Lys
Gly
Gln
85

Gly
Ser
Lys
Ile

His
165

Pro
Arg
Ile
Leu
Ile
70

Leun
Glu
Arg
Arg

Pro
150

Lys
Ile
Arg
Leun
55

Lys
Gln
Gln
Glu
Arg

135
Asn

Gly Arg

Phe
Thr
40

Glu
Ala
Tyr

Glu

Ser
25

Thr
Glu
Glu
Cys

Len
105

Glu Val

120
Thr

Pro

181

Gly

Leu

Lys
10
Ile

Glu

Leu
Glu
90

Lys
Asp
Gln

Leu

Val
Val
Thr
Leu
Leu
75

Glu
Asp
Val

Pro

Gly
155

Pro
Glu
Gln
Lys
60

Tyr
Ala
Gly
Arg
Leu

140
Leu

Cys
Gln
Val
45

Leun
Lys
Gly
Val
Arg
125
Cys

Asp

val
Arg
30

Len
Val
Lys
Ile
Ile
110
Glu
Ile

Ser

Leu
15

Val
Val
Thr
Len
Leu
95

Glu
Asp
Val

Pro

Gly
15

Leu
Val
Ser
Asn
Prao
95

Lys
Asp
Cys

Thr

Leu
Pro
Glu
Gln
Lys
80

Tyr
Ala
Gly
Arg

Len
160

Leu
Glu
Ala
Glu
Pro
80

Leu
Leu
Leu

Leu

His
160
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<220>

<223> Polinucleétido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 101
ggatcccgta ccaccgaaac ccaagttctg gttgcctcag ctcagaaaaa actgctggaa 60
gaacgcctga aactggttag cgaactgtgg gatgctggca ttaaagccga actgctgtat 120
aaaaaaaacc cgaaactgct gaatcagctg cagtattgtg aggaagceggg tattcctctg 180
gtggccatta tcggagaaca ggaactgaaa gacggcgtta ttaaactgeg tagcgtgacc 240
tcteocgtgaag aagttgacgt tcgccgtgaa gatctggtcg aggaaatcaa acgtcocgtacce 300
ggtcaacctc tgtgtatttg cctegag 327

<210> 102

<211>1194

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 102

20

ggatccgcag aacgtgccge cctggaagag ctggtaaaac tgcaaggega gegtgttcegt 60
ggtctgaaac agcagaaagc aagcgctgaa ctgatcgaag aagaagtgge gaaactgcectg 120
aaactgaaag cacagctggg tcctgatgaa tcaaaacaaa aattegtcet gaaaactccg 180

aaagactteg
atcatgtgtg
cgecgtatte
atctgtagca
gtgggcgaaa
catggcggtg
caggcactgg
atcgatgaca
gtgatctatg
gttggtagtg
ggcecgtaaag
gagcaacgtca
gcecteagete
getggeatta
tattgtgagg
ggcgttatta
ctggtcgagg

<210> 103

atattgcegg
agatcetgag
tggatggaat
gocgtggataa
aaggtctgge
tttctectggt
aaggactggg
aaatctegtt
aagcegtcoet
tageggcagyg
tteecgtgtgt
tggaagetcet
agaaaaaact
aagocogaact
aagogggtat
aactgcocgtag
aaatcaaacqg

gaattttgac
cagtctgeag
gtttgecatt
actggataaa
acctgaagtg
cgaacagctg
tgatctgaaa
tgacctgage
gctgcaaact
cggacgttat
cggtetgagt
ggaggaaaaa
gcetggaagaa
gctgtataaa
tcactetggtg
cgtgacctct
tcgtaccocggt

cectatgatec
attggtgact
tgtggegtgt
gtgagctggg
gctgaccgta
ctgcaagacc
ctgectgtttg
ctggcacgtg
ccagcacaag
gatggactygg

atcggggtty
atcecgtacca

cgoctgaaac
aaaaacccga
gecattateg
cgtgaagaaqg
caacctcectgt

ctgatgcega
tectggtgaa
ctgacagcaa
aggaggtgaa
tcggtgatta
caaaactgag
agtatctgac
gtctggatta
caggtgaaga
tggggatgtt
agcegtatett
ccgaaacoca
tggttagega
aactgetgaa
gagaacagga
ttgacgttcg
gtatttgect

atgtctgaaa
agtgaacgat
atttegtacg
aaatgagatg
tgttcagcaa
ccagaacaaa
gotgtttgge
ttataccggce
acctctgggt
tgatccgaaa
tagecattgtg
agttetggtt
actgtgggat
tcagetgeag
actgaaagac
ccgtgaagat
cgag

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1194

<211> 1086
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 103

182



ggatccgecag

ggtctgaaac
aaactgaaag

aaagtgaatg
aaattccgta
aaaaacgaga
tatgttcage
tectcagaata
accctgtteg
tattataccyg
gaacctetgyg
ttcgatccga
tttagcatcg
caagttctgg

gaactgtggy
aatcagectge

gaactgaaag
cgecgtgaag
ctegag

aacgtgcecge
agcagaaagc
cacagctggg
atcgccgtat
cgatttgcte
tggtgagtga
agcatggogg
aacaggeget
gcattgatga
goegtgateta
gtgttggtte
aaggccgtaa
tggaacaacg
ttgcctcage
atgctggeat
agtattgtga
acggcgttat
atctggtoga

ES 2653 718 T3

cctggaagag
aagcgctgaa
tcctgatgaa
cctggatggce
tagcgtcgat
gaaaggtetyg
tgtttecactyg
ggaaggactyg
caaaatcage
tgaageogtt
tgtggecagec
agttccgtgt
tctggaageg
tcagaaaaaa
taaagccgaa
ggaagegggt
taaactgegt
ggaaatcaaa

ctggtaaaac
ctgatcgaag
tcaaaacaaa
atgtttgcca
aaactggaca
getectgaag
gttgaacaac
ggagatctga
ttegacctga
ctgctgeaga
ggtggtegtt
gtgggactga
ctggaggaga
ctgctggaag
ctgctgtata
attcctctgg
agcgtgacct
cgtegtaceg

tgcaaggcga
aagaagtggc
aattcgtcct
tttgtggtgt
aagtgtcctg
ttgecgaceg
tgetgcaaga
aactgetgtt
gectggoacy
caccageaca
atgatggact
gtatcggtgt
aaattcgtac
aacgcctgaa
aaaaaaaccc
tggccattat
ctegtgaaga
gtcaacctet

gogtgttagt
gaaactgctyg
gaaaactccyg
gagcgactcg
ggaagaggty
tattggtgat
cocgaaactg
tgagtatetg
tggtetagat
agecaggegaa
ggtaggeatg
tgagcgtatc
caccgaaacce
actggttage
gaaactgctyg
cggagaacag
agttgacgtt
gtgtatttge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1086

<210> 104

<211> 1206

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 104

15

ggatccgcag

ggtctgaaac
aaactgaaag

aaaggaactc
atcattcgcect
aaagtgaacg
aaattecegta

aaaaacgaga
tatgttcage
teteagaaca
acgctgttcg
tattatacag
gagcctctgg
tttgacccaa
tttagcatcg
caagttctgg
gaactgtggy
aatcagetge
gaactgaaag
cgecgtgaag
ctegag

<210> 105

aacgtgccgce
agcagaaagc
cacagctggg
gtgattatag
gcttcaaacg
ategoeogtat
caatctgete

tggtgggtga
agcatggegg
aacaggcact
gtattgacga
gocgtgatcta
gtgttggttc
aaggccgtaa
tggagcaacg
ttgecctcage
atgetggeat
agtattgtga
acggcgttat
atetggtega

cctggaagag
aagcgctgaa
tcctgatgaa
ccctcgecag
tcatggtgee
tetggatgge
tagegtggac

gaaaggcctg
agtttecactg
ggaaggtety
caaaatttce
tgaggctgta
agttgctgee
agtccecgtgt
tctggaaget
tcagaaaaaa
taaagccgaa
ggaagegggt
taaactgegt
ggaaatcaaa

ctggtaaaac
ctgatcgaag
tcaaaacaaa
atggctgtcc
gaagtcattg
atgttcgeca
aaactggaca

getectgaag
gttgaacaac
ggagatctga
ttcgacctgt
ctgctgcaga
ggtggacgtt
gtaggactgt
ctggaggaga
ctgctggaag
ctgetgtata
attectetga
agegtgacct
cgtegtaceg

tgcaaggcga
aagaagtggc
aattcgtcct
gtgaaaaagt
ataccccggt
tttgtggtat
aagtgagetg

ttgecgaceg
tgetgecaaga
aactgetgtt
cgctggcacg
caccagcaca
atgacggact
ctattggcgt
aaatccgtac
aacgcctgaa
aaaaaaacec
tggecattat
ctegtgaaga
gtcaacctet

gcgtgttegt
gaaactgctg
gaaaactccg
gttcgatgtg
gttcgagetg
tagegatage
ggaagaggtg

tateggagat
cecgaaactyg
cgagtatetg
tggtctggat
agcaggtgaa
ggtagggatyg
tgagcgtatc
caccgaaacc
actggttagc
gaaactgetg
cggagaacaqg
agttgacgtt
gtgtatttge

60

120
180
240
300
360
420

480
540
€00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1206

<211> 1428
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

183



10

15

<400> 105

ggatccegeag
ggtctgaaac
aaactgaaag
aaaggaactc
atcattcgct
aaagaaaccc
cagggaggtg
gccatgaata
aatccagcaa
attctggacg
tcaagegtgyg
gagaaaggcce
ggagtttcac
ctggaaggte
gacaaaatca
tatgaagccyg
agtgtggcag
aaagtcccgt
cgcctggaag
gctcagaaaa
attaaageccg
gaggaagcgg
attaaactge
gaggaaatca

aacgtgecge
agcagaaagce
cacagctggg
gtgattatag
gcttcaaacg
tgatgggcaa
aactgctgtc
aactgaccaa
tgaceccgtgg
gcatgttcge
acaaactgga
tggctcetga
tggttgaaca
tgggggatct
gcttcgatct
ttctgctgea
ccggtggecy
gtgtaggact
ctctggaaga
aactgctgga
aactgetgta
gtatteetet
gtagegtgac
aacgtcegtac

ES 2653 718 T3

cctggaagag
aagcgetgaa
tcctgatgaa
cccteogecag
tcatggtgcec
atatggggaa
tctgegetat
catcaaacgc
tegttategt
catttgtggt
caaagtgagce
agttgecgac
actgcetgeaa
gaaactgetg
gagcctggeca
gactccagca
ttatgatggt
gtctateggc
gaaaatccgt
agaacgcctg
taaaaaaaac
ggtggccatt
ctetegtgaa
cggtcaacct

ctggtaaaac
ctgatcgaag
tcaaaacaaa
atggctgtcc
gaagtcattg
gattccaaac
gacctgactg
tatcatatcg
gaattttatc
gtgtctgact
tgggaagagyg
cgtatcggag
gaccegaaac
ttegagtate
cgtggtctgg
caagcaggtg
ctggttggca
gtggagcgta
accaccgaaa
aaactggtta
ccgaaactge
ateggagaac
gaagttgacg
ctgtgtattt

tgcaaggega
aagaagtggce
aattcgtect
gtgaaaaagt
atacccecggt
tgatctatga
ttecttttge
ccaaagtgta
agtgtgtgaa

ccaaattteg
tgaaaaacga
attatgttca
tgtcacagaa
tgacgetgtt
actattatac
aagagcctct
tgtttgaccc
tttttagcat
cccaagttct
gcgaactgtyg
tgaatecaget
aggaactgaa
ttegeegtga
gectegag

<210> 106

<211> 1416

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 106

ggatccgcag
ggtctgaaac
aaactgaaag
aaagaaaccac

caaggeggtg

aacgtgccge
agcagaaagc
cacagcetggg
tgatgggcaa
aactgetgte

cctggaagag
aagcgctgaa
tecctgatgaa
atatggcegaa
cetgegttat

ctggtaaaac
ctgatcgaag
tcaaaacaaa
gattecaaac
gacctgactg

184

tgcaaggcga
aagaagtggc
aattcgtect
tgatctatga
tteegtttge

gcgtgttegt
gaaactgctg
gaaaactccg
gttcgatgtg
gttcgagctg
cctgaaagac
tcgectatctg
tcgeoccgtgac
cgatcegecogt
tacgatctge
gatggtgggt
gcagcatgge
caaacaggca
cggtattgac
cggcgtgatt
gggtgttgga
gaaaggccgt
cgtggaacaa
ggttgcctca
ggatgctgge
gcagtattgt
agacggegtt
agatectggte

gegtgttegt
gaaactgctg
gaaaactccg
cctgaaagac
tegttatcetg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1428

60

120
180
240
300



gccatgaata
aatcctgcta
ggcaacttcg
agcagectge
atgttegeea
aaactggata
gcacctgagg
gttgagcaac
ggtgatctga
ttcgacctgt
ctgctgcaga
ggtggtcget
gtaggactga
ctggaagaga
ctgctggaag
ctgetgtata
attcctetgg
agegtgaccet
cgtoegtaceg

aactgaccaa
tgactcgtgg
accctatgat
aaattggtga
tttgtggtgt
aagtgagetg
ttgetgateg
tgetgcaaga
aactgctgtt
ctctggecteg
caccagcaca
atgacggact
gcattggegt
aaatccgtac
aacgcctgaa
aaaaaaacce
tggecattat
ctegtgaaga
gtcaacctet

ES 2653 718 T3

cattaaacgc
acgttatcgt
tcecggatget
cttectggtyg
tagegattec
ggaagaggty
tateggtgac
tcegaaactyg
cgagtatcetg
tggactggat
agcaggtgaa
ggttggcaty
tgagcgtate
caccgaaacc
actggttagce
gaaactgcetg
cggagaacag
agttgacgtt
gtgtatttge

tatcacattg
gaattctatc
gaatgcctga
aaagtgaatqg
aaattcegta
aaaaacgaaa
tatgtcecage
tetecagaaca
acgetgtteg
tattatacgg
gagcctetgg
ttcgatccga
ttttccateg

caagttctgg

gaactgtggy
aatcagetge

gaactgaaag
cgeegtgaag
ctegag

ccaaagtgta

agtgtgactt
aaatcatgtg

accegtegtat
ccatctgtag
tggtgggcga
ageatggagyg
aacaggeect
gtattgatga
gcgtaatcta
gtgttggaag
aaggccgtaa
ttgagcaacg
ttgcctcage
atgctggcat
agtattgtga
acggegttat
atctggtega

tcgecegtgac
cgatattgcc
tgagatcctg
cetggatgge
tagtgtggac
aaaaggtetyg
tgtttcactg
ggaaggactg
caaaatcteqg
tgaagctgtc
tgttgctgec
agttccgtgt
tctggaagca
tcagaaaaaa
taaagccgaa
ggaageggagt
taaactgegt
ggaaatcaaa

360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1416

<210> 107

<211> 1314

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 107

15

ggatccgcag
ggtctgaaac
aaactgaaag
aaaggaactce
atcattcgcect
aaagatttcg
atcatgtgtg
cgecegtatte
atctgtagca
gttggtgaga
catggtggtg
caggcactgg
attgacgaca
gtaatctatg
gttggtagty
ggocgtaaag
gagcaacgte
gecteagete
getggeatta
tattgtgagg
ggcegttatta
ctggtcgagy

<210> 108

aacgtgccge
agcagaaagc
cacagctggg
gtgattatag
gcttcaaacg
atattgecgg
agatcctgag
tggacggcecat
gtgtggacaa
aaggcctgge
tttcactggt
aaggtctggg
aaatttcctt
aggctgtact
tagcggcagy
tcecgtgtgt
tggaagetcet
agaaaaaact
aagcegaact
aagcgggtat
aactgegtag
aaatcaaacg

cctggaagag
aagcgctgaa
tcctgatgaa
cccteogeeag
teatggtgee
caactttgat
tagtctgeag
gtttgccatt
actggataaa
tcctgaagtg
tgaacaactg
tgatctgaaa
cgacctgtca
gctgcaaact
gggtcgttat
tggtetgtet
ggaagaaaaa
gctggaagaa
gctgtataaa
tectetggtg
cgtgacctcot
tcgtacecggt

ctggtaaaac
ctgatcgaag
tcaaaacaaa
atggectgtec
gaagtcattg
ccgatgatte
attggggatt
tgtggcgtta
gtctettggg
gctgaccgta
ctgcaagacc
ctgctgttcg
ctggcacgtg
ccagcacaag
gatgggctgyg
attggegttg
ateccgtacea
cgectgaaac
aaaaacecga
gcecattateg
cgtgaagaag
caacctctgt

tgcaaggcga
aagaagtggc
aattcgtcct
gtgaaaaagt
ataccecggt
cggatgctga
tectggtgaa
gcgatagcecaa
aagaggtcaa
ttggtgatta
cgaaactgtc
agtatctgac
gtctggatta
caggtgaaga
tcgggatgtt
agcegtatett
cegaaaceca
tggttagega
aactgetgaa
gagaacagga
ttgacgtteg
gtatttgcect

gegtgttegt
gaaactgctg
gaaaactccg
gttcgatgtg
gttcgagcetg
gtgtctgaaa
agtgaacgat
attcegtacg
aaacgagatg
tgtccagcag
tcagaacaaa
gctgttoggt
ttatacaggc
acctctggga
cgatccaaaa
ctecategtg
agttetggtt
actgtgggat
tcagetgeag
actgaaagac
ccgtgaagat
cgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1314

<211> 432
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 108

185



10

15

20

25
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ggatccttcg acccaaaagg ccgtaaagtt ccgtgtgtag ggctgtctat
cgtatcttct ccatcgttga gcagegtctg gaagcactgg aggaaaaaat
gagactcaag tectggttge tagtgoccag aaaaaactge tggaagageg
gttagtgage tgtgggatge cggtattaaa gocgaactge tgtataaaaa
ctgetgaate agetgeagta ttgtgaagaa gogggeatte cgetggtage
gaacaagaac tgaaagatgg cgtgatcaaa ctgcgtagcg ttacaagccg
gacgtccgec gtgaggatct ggttgaagag attaaacgcc gtacaggtca
atttgccteg ag
<210> 109
<211>143
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 109
Cys Leu Lys Ile Met Cys Glu Ile Leu Ser Ser Leu Gln
1 5 10
Phe Leu Val Lys Val Asn Asp Arg Arg Ile Leu Asp Gly
20 25
Ile Cys Gly Val Ser Asp Ser Lys Phe Arg Thr Ile Cys
35 40 45
Azp Lys Leu Asp Lys Val Ser Trp Glu Glu Val Lys Asn
50 55 60
Gly Glu Lys Gly Leu Ala Pro Glu Val Ala Asp Arg Ile
65 70 75
Val Gln Gln His Gly Gly Val Ser Leu Val Glu Gln Leu
85 20
Pro Lys Leu Ser Gln Asn Lys Gln Ala Leu Glu Gly Leu
100 105
Lys Leu Leu Phe Glu Tyr Leu Thr Leu Phe Gly Ile Asp
115 120 125
Ser Phe Asp Leu Ser Leu Ala Arg Gly Leu Asp Tyr Tyr
130 135 140
<210> 110
<211> 429
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 110
tgcctgaaga tcatgtgecga gatcctgagt tcacttcaga taggcgactt
gtaaacgatc gacgcattct agatgggatg tttgctatct gtggtgtttce
ttcecgtacca tctgetecte agtagacaag ctggacaagg tgtcctggga
aatgagatgg tgggagagaa gggccttgeca cctgaggtgg ctgaccgeat
gtccagcrcaac atggtggggt atccctggtg gaacagctge tccaggatcce
caaaacaagc aggccttgga gggcctggga gacctgaagt tgctctttga
ctatttggea ttgatgacaa aatctecttt gacctgagec ttgetegagg
tacactggyg
<210>111
<211> 168
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis N-terminal

186

cggtgttgag
ccgtacgacc

coetgaaactg
aaaccgcgaaa
gattatceggg
tgaggaagty
gcctetgtgt

Ile

15

Met Phe
30

Ser

Glu Met

Gly Asp

80

Leu
95

Gly Asp
110

Asgp Lys

Thr Gly

cctggtcaag
tgacagcaag
agaggtgaag
tggggactat
taaactatcc
gtacctgacc
getggattac

60
120

180
240
300
360
420
432

Gly Asp
Ala
Ser Val
Val
Tyr
Gln Asp
Leu

Ile

60

120
180
240
300
360
420
429



10

15

<400> 111

Met
1
Gly

Ser

Ile

Arg
65
Glu

Ala
Val
Lenu
Fhe

145
Len

<210> 112
<211> 168
<212> PRT

His
Leu
Ser
Leu
50

Thr
Val
Asp
Glu
Glu
130

Gly

Asp

His
Asp
Leu

35
Asp

Ile
Lys
Arg
Gln
115
Gly

Ile

Tyr

<213> Secuencia artificial

<220>

His
Ser
20

Gln

Gly

Cys
Asn
Ile
100
Leu
Len

Asp

Tyr

His
Thr
Ile

Met

Ser
Glu
85

Gly
Leu
Gly

Asp

Thr
165

ES 2653 718 T3

His
Gly
Gly

Phe

Ser
70

Met
Asp
Gln
Asp
Lys

150
Gly

His
Ser
Asp
Ala
55

Val
Val
Tyr
Asp
Leu
135

Ile

Leu

Gly
Cys
Phe

40
Ile

Asp
Gly
Val
Pro
120
Lys

Ser

Glu

Lys
Leu
25

Leu

Cys

Lys
Glu
Gln
105
Lys

Leu

Phe

Pro
10

Lys
Val

Gly

Leu
Lys
90

Gln
Leu

Leu

Asp

Ile
Ile
Lys

Val

Asp
75

Gly
His
Ser

Phe

Leu
155

Pro
Met
Val
Ser
60

Lys
Leu
Gly
Gln
Glu

140
Ser

Asn
Cys
Asn

45
Asp

Val
Ala
Gly
Asn
125
Tyr

Leu

<223> Polipéptido de histidil ARNt sintetasa con marcador de afinidad 6xHis C-terminal

<400> 112

Met
1
Ile

Met
Ser
Glu
65

Gly
Leu
Gly
Asp
Thr

145
Ser

<210> 113
<211> 441

Gly
Gly
Phe
Ser
50

Met
Asp
Gln
Asp
Lys
130
Gly

Thr

Ser
Asp
Ala
35

Val
Val
Tyr
Asp
Leu
115
Ile

Leu

His

Cys
Phe
20

Ile
Asp
Gly
val
Pre
100
Lys
Ser

Glu

His

Leu
Leu
Cys
Lys
Glu
Gln
85

Lys
Leu
Phe
Gly

His
165

Lys
Val
Gly
Leu
Lys
70

Gln
Leu
Leu
Asp
Lys

150
His

Ile
Lys
Val
Asp
Gly
His
Ser
Phe
Leu
135

Pro

His

Met
Val
Ser
40

Lys
Leu
Gly
Gln
Glu
120
Ser

Ile

His

187

Cys
Asn
25

Asp
val
Ala
Gly
Asn
105
Tyr

Leu

Pro

Glu
10

Asp
Ser
Ser
Pro
Val
80

Lys
Leu

Ala

Asn

Ile
Arg
Lys
Trp
Glu
75

Ser
Gln
Thr

Arg

Pro
155

Leu
Arg
Phe
Glu
60

Val
Leu
Ala
Leu
Gly

140
Leu

Ser
Ile
Arg
45

Glu
Ala
Val
Leéeu
Phe
125

Leu

Leu

Pro
Glu
30

Asp

Ser

Ser
Prao
Val
110
Lys

Leu

Ala

Ser
Leu
30

Thr
Val
Asp
Glu
Glu
110
Gly
Asp

Gly

Leu
15

Ile
Arg

Lys

Trp
Glu
95

Ser
Gln
Thr

Arg

Leu
15

Asp
Ile
Lys
Arg
Gln
85

Gly
Ile
Tyr

Leu

Leu
Leu
Arg

Phe

Glu
80

vVal
Leu
Ala

Leu

Gly
160

Gln
Gly
Cys
Asn
Ile
80

Leu
Leu
Asp
Tyr

Asp
160
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucledtido de histidil ARNt sintetasa con codones optimizados

<400> 113

10

ggatcctgee
gtcaaagtga
tccaaattce
gtgaaaaacy

gattatgtte
ctgtctcaga
ctgacgetgt
gactattata

tgaaaatcat
acgatcgeey
gtacaatctg
aaatggtggg

agcagcacgyg
acaaacagge
teggeattga
cocggtctcega

gtgtgagate
tattetggat
tagcagegty
tgaaaaaggt

cggtgttagt
cetggaagga
tgacaaaatt
g

ctgagtagte
ggcatgtteg
gacaaactgg
ctggctccocgg

ctggttgaac
ctgggagate
tetttegace

188

tgcaaattgg
ccatctgtgg
ataaagtgtc
aggttgctga

aactgetgea
tgaaactget
tgtecactgge

cgactttetg
tgttagegac
ctgggaagag
ccgtatcggt

agaccocgaaa
gttegagtat
acgtggactg

60

120
180
240

300
360
420
441
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15

20

25

30
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion terapéutica, que comprende un polipéptido de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) aislado que
consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90 %, 95 %, 98 % o 100 % idéntica a la SEQ ID NO:
34, en la que el polipéptido tiene una actividad de sefializacion extracelular y tiene una solubilidad de al menos
aproximadamente 5 mg/ml, y en donde la composicion tiene una pureza de al menos aproximadamente el 95 % en
proteinas y menos de aproximadamente 10 UE de endotoxina/mg de proteina.

2. La composicién terapéutica de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido de AARS consiste en una secuencia de
aminoacidos que es al menos el 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 34.

3. La composicion terapéutica de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido de AARS consiste en SEQ ID NO: 34 o
difiere de SEQ ID NO: 34 por sustitucion, delecion y/o adicion de aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10 u 11
aminoacidos.

4. La composicion terapéutica de la reivindicacion 1, en la que el polipéptido de AARS consiste en SEQ ID NO: 34 o
difiere de SEQ ID NO: 34 por sustitucién, delecién y/o adicion de aproximadamente 1, 2, 3, 4 0 5 aminoécidos.

5. La composicién terapéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el polipéptido de AARS esta
fusionado con un polipéptido heterdlogo.

6. La composicion terapéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que al menos un resto o0 un sustrato
sélido se unen de forma covalente o no covalente a dicho polipéptido.

7. Una proteina de aminoacil-ARNt sintetasa (AARS) de longitud completa modificada técnicamente que comprende
un sitio de protedlisis heterdlogo para permitir la generacion proteolitica de un polipéptido de AARS de la
reivindicacion 1.

8. Una composicién terapéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para su uso en el tratamiento de una
enfermedad inflamatoria o para trasplante tisular.

9. La composicion terapéutica para su uso de la reivindicacién 8, en donde la enfermedad inflamatoria es artritis
juvenil sistémica, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Crohn o artritis reumatoide.
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