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DESCRIPCION
Histidil-tRNA sintetasas para tratar enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias

ANTECEDENTES

Campo técnico

Las realizaciones de la presente descripcion se refieren en general a polipéptidos de histidil-tRNA sintetasa que
tienen caracteristicas mejoradas, composiciones que comprenden los polipéptidos de HRS y procedimientos
relacionados de uso de los polipéptidos de HRS o composiciones para tratar diversas enfermedades inflamatorias y
autoinmunitarias, que incluyen procedimientos de tratamiento de enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias
relacionadas con anticuerpos anti-Jo-1.

Descripcion de la técnica relacionada

Las fisiocrinas son proteinas de origen natural en general pequefias presentes en la familia de genes de las
aminoacil-tRNA sintetasas (AARS) de los organismos superiores, que no son necesarias para el bien establecido
papel de las aminoacil-tRNA sintetasas en la sintesis de proteinas. Hasta que se descubrié el paradigma de las
fisiocrinas, las aminoacil-tRNA sintetasas, una familia de aproximadamente 20 enzimas, eran conocidas s6lo por su
expresion ubicua en todas las células vivas, y su papel esencial en el proceso de la sintesis de proteinas. Sin
embargo, hallazgos cientificos méas recientes sugieren ahora que las aminoacil-tRNA sintetasas poseen papeles
adicionales mas alla de la sintesis de proteinas y de hecho han evolucionado en organismos multicelulares para
desempefiar papeles homeostaticos importantes en la fisiologia y la enfermedad de los tejidos.

Las evidencias de la existencia de la funcién no candnica de las AARS incluyen comparaciones de secuencias bien
definidas que establecen que durante la evolucion desde organismos unicelulares simples a formas de vida mas
complejas, las AARS han evolucionado para ser estructuralmente mas complejas a través de la adicién de dominios
anexos, sin perder la capacidad de facilitar la sintesis de proteinas.

En coherencia con esta hipotesis, en los eucariotas superiores se ha encontrado un conjunto rico y diverso de
funciones expandidas para las AARS, y en particular para las tRNA sintetasas humanas. Estos datos, que se basan
en el andlisis directo de dominios individuales, asi como en el descubrimiento de mutaciones en genes para tRNA
sintetasas que se han relacionado causalmente con la enfermedad, pero no afectan a la aminoacilacién o actividad
de sintesis de las proteinas, sugieren que estos dominios recién anexados, o fisiocrinas, son fundamentales para las
funciones no canonicas recién adquiridas de las AARS.

Ademas, actualmente existe el reconocimiento creciente de que tRNA sintetasas especificas tales como la histidil-
tRNA sintetasa (HARS, HRS o HisRS) pueden ser liberadas o secretadas desde células vivas y pueden proporcionar
sefiales de accion localmente importantes con, entre otras, propiedades inmunomoduladoras, quimiotacticas y
angiégenas. La confirmacién directa del papel de las AARS como moléculas de sefializaciéon extracelular se ha
obtenido a través de estudios que muestran la secrecion y liberacién extracelular de tRNA sintetasas especificas, asi
como la demostracion directa de que la adicion de fragmentos de las tRNA sintetasas que comprenden los dominios
recién anexados (fisiocrinas), pero no otros fragmentos que carecen de estos dominios, estan activos en una serie
de vias de sefalizacién extracelular. Estas fisiocrinas, que incluyen las derivadas de HRS, representan una
oportunidad nueva y antes no conocida de desarrollar nuevas proteinas terapéuticas de primera clase para tratar la
enfermedad humana.

Estudios recientes han establecido también que algunas tRNA sintetasas incluyen nuevos elementos genéticos
reguladores, que incluyen elementos ALU (Rudinger-Thirion y col., PNAS USA. 108(40):E794-E802, 2011) que
proporcionan una expresion aumentada especifica del tipo celular, o splicing alternativo de tRNA sintetasas
especificas en tejidos especificos, o en el contexto de enfermedades especificas. Por otra parte algunas fisiocrinas
son producidas proteoliticamente en respuesta a estimulos particulares de una forma especifica del tipo celular. De
forma coherente con la sobreexpresion especifica del tipo celular y la liberacion extracelular de fisiocrinas, varias
enfermedades autoinmunitarias, (en general referidas como sindromes anti-sintetasa) se asocian con la produccién
de anticuerpos para un grupo definido de tRNA sintetasas (Tzioufas Orphanet (2001) 1-5; Park y col., Rheumatol. Int.
31:529-532, 2011).

Los trastornos autoinmunitarios aparecen cuando el sistema inmunitario reacciona contra sus propios tejidos. Las
enfermedades autoinmunitarias se clasifican a menudo basandose en si esta afectado un solo 6rgano o tejido o son
varios los érganos o tejidos afectados. Las enfermedades autoinmunitarias generalizadas o sistémicas, tales como el
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lupus eritematoso sistémico (LES), caracterizado por la afectacion de multiples 6rganos y tejidos, estan asociadas a
menudo con la presencia de autoanticuerpos a los componentes celulares fundamentales. Otras enfermedades
autoinmunitarias se caracterizan por autoanticuerpos a antigenos asociados con un Unico érgano o tejido.

Las enfermedades autoinmunitarias sistémicas se caracterizan normalmente por la presencia de autoanticuerpos.
Algunos de los autoanticuerpos asociados con la enfermedad en concreto pueden ser especificos de la enfermedad
y otros pueden ser comunes a muchas enfermedades autoinmunitarias. Por ejemplo, el LES, que es un trastorno
inmunitario prototipico, se caracteriza por la presencia de autoanticuerpos que son detectables en otra enfermedad
autoinmunitaria, tales como anticuerpos anti-ADN monocatenario, anticuerpos antihistonas y anticuerpos anti-
particulas ribonucleares (RNP), y también por la presencia de autoanticuerpos que son especificos del LES, tales
como los anticuerpos anti-ADN bicatenario. Otros trastornos autoinmunitarios sistémicos, tales como artritis
reumatoide y miopatias inflamatorias (idiopaticas), se caracterizan también por la presencia de autoanticuerpos en
los sueros de los pacientes que reaccionan con componentes intracelulares nucleares y citoplasmicos
fundamentales. Al igual que con el LES, algunos de estos autoanticuerpos estan asociados con otros trastornos
autoinmunitarios y algunos estan asociados especificamente con miositis autoinmunitaria.

Las miopatias inflamatorias (idiopaticas) polimiositis, dermatomiositis y los trastornos relacionados, tales como
solapamiento de polimiositis-esclerodermia, son miopatias inflamatorias que se caracterizan por inflamacién
muscular crénica y debilidad muscular proximal. La inflamacién muscular provoca hipersensibilidad muscular,
debilidad muscular y finalmente degeneraciéon muscular y fibrosis tal como se describe en Plotz y col., Annals of
Internal Med. 111:143-157, 1989; y Wallace y col., J. Musculoskelat Med. 27 (12) 470-479, 2010. También se
asocian con la inflamacion muscular concentraciones séricas elevadas de aldolasa, creatina cinasa, transaminasas
(tales como alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa) y deshidrogenasa lactica. Otros sistemas
ademas de los musculos pueden verse afectados por estas afecciones, para producir artritis, fenémeno de Raynaud
y enfermedad pulmonar intersticial. Clinicamente, la polimiositis y la dermatomiositis se distinguen por la presencia
de una erupcion caracteristica en pacientes con dermatomiositis. Las diferencias en la miositis de estas afecciones
pueden distinguirse en algunos estudios de patologia muscular.

La enfermedad pulmonar intersticial (EPI) comprende un grupo heterogéneo de trastornos en los que la fibrosis y la
inflamacién tienen lugar en las paredes alveolares o en el tejido laxo que rodea a las envolturas
peribroncovasculares, los tabiques interlobulillares y la pleura visceral. Se conocen diferentes formas de EPI que
comprenden, o estan asociadas con, diversas enfermedades autoinmunitarias ademas de miositis, que incluyen por
ejemplo, neumonitis por hipersensibilidad, esclerodermia, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, sindrome
de Churg-Strauss, granulomatosis de Wegener y sindrome de Good-pasture.

La enfermedad muscular inflamatoria (EMI) y la enfermedad pulmonar intersticial (EPI) son enfermedades
autoinmunitarias cronicas graves potencialmente mortales, para las cuales las normas de atencion actuales incluyen
farmacos antiinflamatorios inespecificos tales como corticoesteroides con posibles efectos secundarios importantes.
La causa del inicio de estas enfermedades todavia no se ha establecido, aunque pueden detectarse autoanticuerpos
en aproximadamente el 90% de los pacientes con polimiositis y dermatomiositis de acuerdo con Reichlin y Arnett,
Arthritis and Rheum. 27:1150-1156, 1984. Los sueros de aproximadamente el 60% de estos pacientes forman
precipitados con extractos de timo bovino o bazo humano en inmunodifusiéon (ID) de Ouchterlony, mientras que los
sueros de aproximadamente el 80% de estos pacientes tifien los sustratos del cultivo celular, tales como células
HEp-2, por inmunofluorescencia indirecta (IFl) (Targoff y Reichlin, Arthritis and Rheum. 28:796-803, 1985; Nishikai y
Reichlin, Arthritis and Rheum. 23:881-888, 1980; y Reichlin y col., J. Clin. Immunol. 4:40-44, 1984). Existen
numerosas especificidades de los autoanticuerpos precipitantes en los pacientes de miositis, pero cada especificidad
de anticuerpo individual aparece sé6lo en una fraccion de los pacientes.

Se han definido muchos autoanticuerpos asociados con miositis o sindrome de solapamiento de miositis y en
algunos casos se han identificado los anticuerpos (véase la patente de EE.UU. n° 6.610.823, Antigens associated
with polymyositis and with dermatomyositis). Incluyen anticuerpos que estan presentes en otros trastornos y también
anticuerpos especificos de enfermedades tal como se describe en Targoff y Reichlin, Mt. Sinai J. of Med. 55:487-
493, 1988.

Por ejemplo, se ha identificado un grupo de autoanticuerpos asociados con miositis que se dirigen a proteinas
citoplasmicas que estan relacionadas con tRNA y la sintesis de proteinas, en particular aminoacil-tRNA sintetasas.
Entre ellos se incluyen anti-Jo-1, que se dirige contra la histidil-tRNA sintetasa y es el autoanticuerpo mas comun
asociado con trastornos autoinmunitarios de miositis (aproximadamente del 20 al 40% de dichos pacientes de
acuerdo con Nishikai y Reichlin, Arthritis Rheum. 23:881-888, 1980); anti-PL-7, que se dirige contra treonil-tRNA
sintetasa; anti-PL-12, que se dirige contra alanil-tRNA sintetasa, anti-OJ, que se dirige contra isoleucil-tRNA
sintetasa, anti-EJ, que se dirige contra glicil-tRNA sintetasa, anti-KS que se dirige contra asparginil-tRNA sintetasa
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(véase en general, Targoff, Curr. Opin. Rheumatol. 12 475-481, 2000) y contra fenilalanina-tRNA sintetasa
(Betteridge y col., Rheumat. 46 1005-1008, 2007). A menudo con las anti-sintetasas se asocia un grupo
caracteristico de propiedades (Love y col., Medicine. 70:360-374, 1991).

Anti-U1l RNP, que se encuentra frecuentemente en pacientes con LES, puede también encontrarse en enfermedad
del tejido conjuntivo mixta, sindromes de solapamiento que implican miositis, 0 en algunos casos de miositis en
solitario. Este anticuerpo reacciona con proteinas que estan presentes Unicamente en la ribonucleoproteina nuclear
pequefia Ul, una de las RNP nucleares que intervienen en el splicing de ARNm. Los autoanticuerpos que estan
asociados con otras dolencias se encuentran a veces en pacientes con sindrome de solapamiento tal como anti-Sm,
anti-Ro/SSA y anti-La/SSB. Anti-Ku se ha encontrado en el sindrome de solapamiento de miositis-esclerodermia y
en LES. El antigeno Ku es un complejo de proteinas de unién a ADN con dos componentes de polipéptidos, los dos
de los cuales han sido clonados. Anti-Jo-1 y ofras anti-sintetasas son especificas de la enfermedad. Otros
anticuerpos asociados con miositis son anti-PM-Scl, que esta presente en aproximadamente el 5-10% de los
pacientes con miositis, muchos de los cuales tienen solapamiento de polimiositis-esclerodermia, y anti-Mi-2, que esta
presente en aproximadamente el 8% de los pacientes con miositis, casi exclusivamente en dermatomiositis. Anti-Mi-
2 se encuentra en titulacién alta en aproximadamente el 20% de todos los pacientes con dermatomiositis y en baja
titulaciéon, mediante ELISA s6lo, en menos del 5% de los pacientes con polimiositis (Targoff y Reichlin, Mt. Sinai J. of
Med. 55:487-493, 1988).

Normalmente los pacientes con enfermedad muscular inflamatoria (EMI) y enfermedad pulmonar intersticial (EPI) se
presentan cuando son relativamente jovenes y con buena salud, por desgracia en un subconjunto de pacientes la
progresion de la enfermedad puede provocar una discapacidad significativa y alta morbilidad. Por otra parte
actualmente no existen farmacos aprobados especificamente para el tratamiento de la poblacion general de EMI y
EPI. Las normas de cuidados actuales consisten en administrar farmacos inmunomoduladores y antiinflamatorios
inespecificos tales como metotrexato o azatioprina, y si los sintomas no remiten, ciclosporina (Wallace y col., J.
Musculoskelat Med. 27:470-479, 2010). Estos farmacos comportan un riesgo importante de efectos secundarios que
pueden ser graves con administracién crénica. En enfermedad progresiva grave, los afectados pueden ser tratados
con inmunoglobulina intravenosa (IGIV). La carga y el coste de los cuidados del tratamiento de pacientes con IGIV
son elevados (hasta 10.000 délares por paciente por el tratamiento mensual), y en una fraccién importante de
pacientes el tratamiento falla y los pacientes fallecen.

Los documentos US-2010/297.149 y WO0-2011/072.265 se refieren a aspectos terapéuticos de la histidil-tRNA
sintetasa, por ejemplo enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias.

Por consiguiente existe una necesidad importante no satisfecha de procedimientos mejorados para el tratamiento de
la enfermedad muscular inflamatoria y las afecciones relacionadas que sean rentables en términos terapéuticos y
econdmicos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1 muestra las propiedades antiinflamatorias potenciales de polipéptidos derivados de HRS de ejemplo en un
modelo de colitis inducido por TNBS. Los estudios se realizaron en ratones BDF-1 macho, con 12 ratones/grupo; se
afiadi6 TNBS y Budesonida a 5 mg/kg al agua. Se administr6 Resokine (HisRSN4; HRS(1-60)) diariamente por
inyeccion i.v., empezando 3 dias antes de tratamiento con TNBS, a una concentracion de 1 6 5 mg/kg.

Figura 2 muestra un andlisis de SDS-PAGE de HRS de longitud completa y HRS(1-506) en condiciones reducidas y
no reducidas. Los geles muestran que HRS de longitud completa es una mezcla ~50:50 de dimero no covalente y
unido a SS en condiciones normales y reducidas, y que HRS (1-506) muestra una formacién significativamente
reducida del dimero ligado a SS, homogeneidad aumentada y monodispersidad con respecto a la proteina de
longitud completa.

Figura 3 muestra la competencia del anticuerpo anti-Jo-1 que contiene suero con HRS de longitud completa por
medio de un ensayo ELISA en el que el HisRS de tipo no mutado de longitud completa esta unido a la superficie de
una placa de 96 pocillos. La figura muestra datos de tres diluciones de sueros obtenidos de una muestra de suero
humano.

Figura 4 muestra la competencia del anticuerpo anti-Jo-1 que contiene suero con Resokine (HisRSN4; HRS(1-60)),
en comparacion con HisRS humano de longitud completa (FL-hu HisRS) por medio de un ensayo ELISA en el que
HisRS de tipo no mutado de longitud completa esta unida a la superficie de una placa de 96 pocillos. Los datos
muestran que Resokine no compite significativamente con union de anticuerpos a HisRS de longitud completa hasta
presentarse a concentraciones mayores que aproximadamente 1 x 107 M, cuando la histidil-tRNA sintetasa de
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longitud completa esta unida a la superficie de la placa.

Figura 5 muestra la competencia del anticuerpo anti-Jo-1 que contiene suero con HisRS"® (HRS(1-506)), en
comparacion con HisRS humano de longitud completa por medio de un ensayo ELISA en el que HisRS de tipo no
mutado humano de longitud completa esta unida a la superficie de una placa de 96 pocillos. Los datos muestran que
HisRS"® y HisRS de longitud completa comparten curvas de unién de competencia virtualmente idénticas a los
anticuerpos anti-Jo-1.

Figura 6 muestra un ensayo ELISA de titulacién estandar de anticuerpos anti-Jo-1 que usa esencialmente HARS, o
HisRS™ (HRS(1-60)) de longitud completa unido a la superficie de la placa. Los datos muestran que cuando el
ensayo se ejecuta en estas condiciones las titulaciones aparentes para anticuerpos a HisRS™ en anticuerpo anti-Jo-
1 que contiene suero son comparables a HisRS de longitud completa.

Figura 7 muestra una representacion esquematica de la variante de splicing de HRS y otras construcciones de HRS
usadas en los estudios de cartografia de epitopos.

Figura 8 muestra los resultados de los estudios de cartografia de epitopos y visualiza la selectividad de anticuerpos
de un intervalo de muestras de anticuerpos positivas a Jo-1 con respecto a la union al dominio WHEP (HisRSN4;
SV9; o HRS(1-60)), o una construccion de HisRS suprimido (que comprende los aminoacidos 54-506 de la SEQ ID
NO: 1) (dAWHEP) que carece del dominio WHEP.

Figura 9 muestra los resultados de estudios de inmunodeplecion que usan HRS de longitud completa y HRS(1-506).
Los resultados muestran que HARS de longitud completa y HRS(1-506) fueron efectivos en la inmunodeplecion de
anticuerpos Jo-1 de muestras de suero humano, y que HRS(1-506) fue capaz de eliminar hasta el 99% de los
anticuerpos Jo-1 detectables.

Figura 10A muestra la representacion esquematica de la estrategia de dosificacion usada para evaluar los efectos
de HRS(1-506) (0 ATYR1940) en un modelo de rata de miositis inducida por estatinas. Figura 10B muestra los
efectos de HRS(1-506) en la reduccion de los niveles de troponina en los masculos en el modelo de rata de miositis
inducida por estatinas.

Figuras 11A-11B muestran los efectos de HRS(1-506) en los niveles de CK en el modelo de rata de miositis
inducida por estatinas.

Figura 12 muestra que los niveles de HRS enddgenas en suero fueron elevados en ratas tratadas con estatina con
respecto a ratas no tratadas. Este resultado sugiere que la liberacién de las HRS endégenas puede desempefiar un
papel en la regulacion de la inflamacion muscular.

Figura 13 muestra la tincion hematoxilina-eosina de los isquiotibiales en el modelo de rata de miositis inducida por
estatinas. Estos resultados muestran una reduccion de la degeneracién/necrosis muscular y las puntuaciones de
inflamacién en ratas con induccion de estatinas que fueron tratadas con 1 mg/kg y 3 mg/kg de HRS(1-506) con
respecto a ratas tratadas con vehiculo y 0,3 mg/kg de ratas tratadas con HRS(1-506).

Figura 14 muestra los resultados del perfil de ARN realizado en los musculos isquiotibiales de ratas con induccién
de estatinas, que fueron tratadas con cantidades crecientes de HRS(1-506). Estos resultados mostraron que los 13
genes que tenian elevacion en mas de 5 veces la respuesta al tratamiento con estatinas se redujeron por el
tratamiento con HRS(1-506).

Figura 15A muestra los resultados del perfil de ARN realizado en los musculos isquiotibiales de ratas con induccion
de estatinas, y Figura 15B muestra los resultados para ratas con induccién de estatinas tratadas con HRS(1-506).

Figura 16 muestra el perfil de transcripcion de isquiotibiales de ratas con induccién de estatinas. Estos resultados
revelaron que la expresion de 10 genes relacionados con diabetes/sindrome metabodlico y varios genes de
mantenimiento (datos no mostrados) no se vio influida significativamente por el tratamiento con HRS(1-506).

Figura 17 muestra el perfil de transcripcion de isquiotibiales de ratas con induccion de estatinas. Estos resultados
revelaron que la expresion de numerosos genes marcadores de células inmunitarias se redujo por el tratamiento con
HRS(1-506).

Figuras 18A-18D muestran que el tratamiento con HRS(1-506) redujo la expresion de los genes marcadores de
células inmunitarias ITGAL(CD11a) (Figura 18A), CD11b (Figura 18B), CD8a (Figura 18C), CD8b (Figura 18D).
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Figuras 19A-19C muestran que el tratamiento con HRS(1-506) redujo la expresién de los genes marcadores de
células inmunitarias CD18 (Figura 19A), CCR5 (Figura 19B) y PTPPC (CD45R) (Figura 19C).

Figura 20 muestra el perfil de transcripcion de isquictibiales de ratas con induccion de estatinas. Estos resultados
revelaron que la expresion de numerosos genes marcadores inflamatorios se redujo con el tratamiento con HRS (1-
506).

Figuras 21A-21D muestran que el tratamiento con HRS(1-506) redujo la expresion de los genes marcadores
inflamatorios IL-6 (Figura 21A), MCP1 (Figura 21B), IL-10 (Figura 21C) e IFN-gamma (Figura 21D).

Figuras 22-23 muestran el perfil de transcripcién de isquiotibiales de ratas con induccion de estatinas. Estos
resultados revelaron que la expresion de diversos genes relacionados con adhesion, desarrollo y fibrosis se vieron
modificados por el tratamiento con HRS(1-506).

Figuras 24-25 muestran el perfil de transcripcion de isquiotibiales de ratas con induccién de estatinas. Estos
resultados revelaron que la expresion de diversos genes asociados con degeneracién muscular, atrofia y miogenia
se vieron modificados por el tratamiento con HRS(1-506). Figura 24B muestra los resultados para MMP3, y Figura
24C muestra los resultados para MMP9.

Figuras 26A-26B muestran los efectos de HRS(1-506) en el modelo de ratén mdx de distrofia muscular de
Duchenne (DMD). Se observaron reducciones en suero de CK (Figura 26A), AST (Figura 26B) y LDH (Figura 26C)
en ratones tratados con HRS(1-506) o dexametasona con respecto a los controles de vehiculo.

Figuras 27A-27B muestran los efectos de inmunizacion con HRS de ratén (mHRS) de longitud completa en ratones
SJL/J. Estos ratones tienen una delecion en marco de 171 pb en la unién 3’ de splicing del exdén 45 de disferlina y
desarrollan miopatia espontanea que se asocia con inflamacion muscular. Los ratones proporcionan un modelo
genético de miopatias humanas con deficiencia de disferlina, tales como distrofia muscular de cintura y miembros
tipo 2B (DMCM2B). Figura 27A muestra que los ratones SJL/J inmunizados con mHisRS subcutaneamente
generaron una robusta respuesta de anticuerpos a HisRS de longitud completa. Tal como se muestra en la Figura
27B, el tejido muscular de ratones inmunizados para HisRS mostré regiones de infiltrado celular y miositis, y en
concordancia con esta histopatologia, dos ratones inmunizados mostraron signos de miositis.

Figuras 28A-28B muestran un analisis por fluorimetria de barrido diferencial (DSF) de HRS de longitud completa y
HRS(1-506). Figura 28A muestra que habia dos transiciones térmicas para HRS de longitud completa tras la
incubacién a pH 7-7,5; la primera transicion tuvo lugar a 48°C tal como indica la flecha, y la transicién principal
ocurrio a ~54°C. Figura 28B muestra la estabilidad térmica o temperatura de fusién de HRS(1-506) en un intervalo
de concentraciones de tampon de histidina. Los resultados revelan que el tampon de histidina es capaz de
estabilizar significativamente la conformacion de polipéptidos de HRS tales como HRS(1-506).

BREVE RESUMEN

Las realizaciones de la presente descripciéon se basan en parte en el sorprendente descubrimiento de que bloquear
especificamente la actividad, unién o producciéon de anticuerpos anti-Jo-1 por lo demas patdégenos (también
denominados anticuerpos Jo-1), por ejemplo, con polipéptidos de HRS u otros agentes de bloqueo especificos de
anticuerpos, puede ser Util en el tratamiento de sujetos con enfermedades inflamatorias o autoinmunitarias, y puede
prevenir, o retrasar significativamente, la progresién de la enfermedad. Una ventaja de este descubrimiento es que el
impacto negativo de los anticuerpos anti-Jo-1 puede superarse con un debilitamiento escaso o nulo del sistema
inmunitario del sujeto, produciendo perfiles de efectos secundarios significativamente reducidos. Por otra parte, el
enfoque es aplicable en sentido extenso a otras enfermedades que incluyen enfermedades y trastornos inflamatorios
relacionados en los que existe una insuficiencia local o temporal de histidil-tRNA sintetasa.

Por consiguiente, algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a composiciones terapéuticas, que
comprenden un polipéptido de histidil-tRNA sintetasa (HRS) de aproximadamente 20-90 aminoéacidos de longitud
que es idéntico en al menos el 90% a la SEQ ID NO: 1, donde la composicion/polipéptido de HRS: a) es de al menos
aproximadamente el 95% de pureza; b) tiene menos de aproximadamente el 5% de agregacion; y c) esta libre
sustancialmente de endotoxinas. En algunas realizaciones de la presente descripcién, al menos 20 aminoacidos del
polipéptido de HRS son de la regién definida por los residuos 1-67 de la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones de
la presente descripcion, al menos 40 aminoacidos del polipéptido de HRS son de la region definida por los residuos
1-67 de la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones de la presente descripcion, al menos 60 aminoacidos del
polipéptido de HRS son de la region definida por los residuos 1-67 de la SEQ ID NO: 1.
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Se incluyen también composiciones terapéuticas, que comprenden un polipéptido de histidil-tRNA sintetasa (HRS)
de al menos aproximadamente 400 aminoacidos de longitud que comprende 80 o mas aminoacidos contiguos que
son idénticos al menos en el 90% a la SEQ ID NO: 1, donde la composicién/polipéptido de HRS: a) es de al menos
aproximadamente el 95% de pureza; b) tiene menos de aproximadamente el 5% de agregacion; y c) esta libre
sustancialmente de endotoxinas. En algunas realizaciones de la presente descripcién, el polipéptido de HRS
comprende 200 o mas aminoéacidos que son idénticos al menos en el 90% a la SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende 400 o mas aminoacidos que son
idénticos al menos en el 90% a la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido
de HRS tiene al menos aproximadamente 500 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS comprende la secuencia de HRS humana de longitud completa (SEQ ID NO: 1).
En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS esta truncado en el residuo 505 (HRS(1-
505)) 0 506 (HRS(1-506)) de la SEQ ID NO: 1.

Algunas realizaciones de la presente descripcién se refieren a composiciones terapéuticas, que comprenden un
polipéptido de histidil-tRNA sintetasa (HRS) de al menos aproximadamente 400 aminoacidos de longitud que es
idéntico en al menos el 90% a la SEQ ID NO: 1, donde la composicion/polipéptido de HRS: a) es de al menos
aproximadamente el 95% de pureza; b) tiene menos de aproximadamente el 5% de agregacion; y c) esta libre
sustancialmente de endotoxinas. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene al
menos aproximadamente 500 aminoacidos de longitud y es idéntico en al menos el 90% a la SEQ ID NO: 1. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1
(HRS humana de longitud completa). En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS
esta truncado en el residuo 505 (HRS(1-505)) o 506 (HRS(1-506)) de la SEQ ID NO: 1.

Se incluyen también composiciones terapéuticas, que comprenden un polipéptido de histidil-tRNA sintetasa (HRS)
de 500-506 aminoacidos de longitud que es al menos idéntico en el 90% a la SEQ ID NO: 70 (HRS(1-506)) y carece
de los residuos 507-509 de la SEQ ID NO: 1, donde la composicion/polipéptido de HRS: a) es de al menos
aproximadamente el 95% de pureza; b) tiene menos de aproximadamente el 5% de agregacion; y c) esta libre
sustancialmente de endotoxinas. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene
505-506 aminoacidos de longitud y es idéntico en al menos el 90% a la SEQ ID NO: 70. En algunas realizaciones de
la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene 506 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende la SEQ ID NO: 70. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS consiste esencialmente en la SEQ ID NO: 70. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, el polipéptido de HRS consiste en la SEQ ID NO: 70. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS tiene 505 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS comprende los residuos 2-506 de la SEQ ID NO: 70 (HRS(2-506)). En algunas
realizaciones de la presente descripcidn, el polipéptido de HRS consiste esencialmente en los residuos 2-506 de la
SEQ ID NO: 70 (HRS(2-506)). En realizaciones especificas de la presente descripcién, el polipéptido de HRS
consiste en los residuos 2-506 de la SEQ ID NO: 70 (HRS(2-506)).

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una mutacion de al menos un
residuo de cisteina. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el al menos un residuo de cisteina se
selecciona de entre Cys174, Cys191, Cys224, Cys235y Cys455.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS (por ejemplo, que carece de los residuos
507-509 de la SEQ ID NO: 1) tiene actividad bioldgica, estabilidad y/u homogeneidad mayores que un polipéptido de
la SEQ ID NO: 1 (HRS humana de longitud completa) en condiciones comparables, comprendidas entre
aproximadamente 4-40°C, y un pH de aproximadamente 6,0-8,0. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, las condiciones incluyen una temperatura de aproximadamente 20-25°C (temperatura ambiente) y un
pH de aproximadamente 7,0-7,5, opcionalmente durante un periodo de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7 dias. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, las condiciones incluyen una temperatura de aproximadamente
37°C y un pH de aproximadamente 7,0-7,5, opcionalmente durante un periodo de aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6 6
7 dias.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el aumento de actividad comprende un incremento absoluto en
una actividad biolégica no candnica de al menos aproximadamente el 10%. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, la actividad no candnica es una actividad antiinflamatoria o union especifica a un anticuerpo anti-Jo-1.
En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene formacion de disulfuro intercadena
reducida en condiciones reducidas con respecto al polipéptido de la SEQ ID NO: 1 (HRS de longitud completa). En
algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una heterogeneidad (carga) reducida
con respecto al polipéptido de la SEQ ID NO: 1 (HRS de longitud completa). En algunas realizaciones de la presente
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descripcion, el polipéptido de HRS tiene una formacién reducida de agregados de peso molecular alto en solucién
con respecto al polipéptido de la SEQ ID NO: 1 (HRS de longitud completa). En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el aumento de homogeneidad comprende un incremento de al menos el 10% en la monodispersion del
polipéptido de HRS con respecto al polipéptido de la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS tiene un mayor rendimiento de proteinas solubles tras la produccién recombinante
en E. coli con respecto al polipéptido de la SEQ ID NO: 1 (HRS de longitud completa).

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS se fusiona con una contraparte de fusion
heterdloga, opcionalmente un ligando de linfocitos T. En realizaciones particulares de la presente descripcion, el
polipéptido de HRS comprende al menos un aminoacido D.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion terapéutica comprende un tampén a una
concentracion comprendida desde aproximadamente 0,03 mM a aproximadamente 100 mM. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, la composicion terapéutica comprende un tampdn a una concentracion
comprendida desde aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50 mM. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, la composicion terapéutica comprende un tampén a una concentracion comprendida desde
aproximadamente 40 mM a aproximadamente 60 mM. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la
composicion terapéutica comprende un tampdn a una concentracion comprendida desde aproximadamente 45 mM a
aproximadamente 55 mM. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion terapéutica
comprende un tampoén a una concentracién de aproximadamente 50 mM. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el tampo6n es un tampon de histidina, un tampén de citrato o un tamp6n de fosfato.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdén es un tampén de histidina, y donde el polipéptido de
HRS tiene una estabilidad mayor que un polipéptido de HRS correspondiente en una compaosicién comparable sin
dicho tampon de histidina, en condiciones comparables, comprendidas entre aproximadamente 4-40°C, y un pH de
aproximadamente 7,0-7,5.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tamp6n es un tampoén de citrato, y donde el polipéptido de
HRS tiene una estabilidad mayor que un polipéptido de HRS correspondiente en una compaosicién comparable sin
dicho tampon de citrato, en condiciones comparables, comprendidas entre aproximadamente 4-40°C, y un pH de
aproximadamente 6,5-7,5.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampoén es un tampon de fosfato, y donde el polipéptido de
HRS tiene una estabilidad mayor que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicién comparable sin
dicho tampén de fosfato, en condiciones comparables, comprendidas entre aproximadamente 4-40°C, y un pH de
aproximadamente 7,0-7,5.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, las condiciones (por ejemplo, para comparacion) incluyen una
temperatura de aproximadamente 5°C, opcionalmente durante un periodo de aproximadamente 1, 2, 3, 4,5,6 6 7
dias. En algunas realizaciones de la presente descripcion, las condiciones incluyen una temperatura de
aproximadamente 20-25°C (temperatura ambiente), opcionalmente durante un periodo de aproximadamente 1, 2, 3,
4,5, 6 6 7 dias. En algunas realizaciones de la presente descripcion, las condiciones incluyen una temperatura de
aproximadamente 37°C, opcionalmente durante un periodo de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7 dias.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el aumento de estabilidad comprende una estabilidad térmica,
donde la temperatura de fusion (Tf) del polipéptido de HRS es al menos aproximadamente 5°C mayor que la del
polipéptido de HRS correspondiente en la composicién sin dicho tampdn y/o fuera de dicho intervalo de pH. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, el aumento de estabilidad comprende una estabilidad térmica,
donde la temperatura de fusion del polipéptido de HRS se desarrolla a una velocidad que es al menos el 10% mas
lenta que la del polipéptido de HRS correspondiente en la composicién sin dicho tampén y/o fuera de dicho intervalo
de pH.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion tiene agregacioén y/o precipitacion reducidas con
respecto a una composicién sin dicho tampoén y/o fuera de dicho intervalo de pH, en condiciones por lo demas
comparables. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la agregaciéon se reduce al menos
aproximadamente en el 10% medida por absorbancia a A340. En algunas realizaciones de la presente descripcion,
la composicion tiene menos agregados de peso molecular alto que una composicién sin dicho tampén y/o fuera de
dicho intervalo de pH, en condiciones por lo demas comparables.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdén es un tampoén de histidina, y el polipéptido de HRS
es idéntico en al menos el 90% a los residuos 1-506 6 2-506 de la SEQ ID NO: 1 y carece de los residuos 507-509
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de la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones de la presente descripcién, el tampén es un tampén de citrato, y el
polipéptido de HRS es idéntico en al menos el 90% a los residuos 1-506 6 2-506 de la SEQ ID NO: 1y carece de los
residuos 507-509 de la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS es
HRS(1-506) o HRS(2-506).

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion comprende cloruro de sodio (NaCl) a una
concentracion comprendida desde aproximadamente 100-300 mM, opcionalmente a aproximadamente 140 mM-240
mM, u opcionalmente a aproximadamente 140 mM. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
polipéptido de HRS es idéntico en al menos el 90% a los residuos 1-506 6 2-506 de la SEQ ID NO: 1y carece de los
residuos 507-509 de la SEQ ID NO: 1, donde opcionalmente el polipéptido de HRS tiene una temperatura de fusion
(Tf) de al menos aproximadamente 60°C. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS
es HRS(1-506) o HRS(2-506), donde opcionalmente el polipéptido de HRS tiene una temperatura de fusién (Tf) de al
menos aproximadamente 60°C.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion comprende uno 0 mAas excipientes
farmacéuticamente aceptables. En algunas realizaciones de la presente descripcién, el uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables se seleccionan de entre sacarosa, manitol, trehalosa, sorbitol, arginina, glicina y
glicerol. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables estan a una concentracion comprendida desde aproximadamente el 0,2 al 5,0%. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, el excipiente farmacéuticamente aceptable tiene aproximadamente el 1-3%
de sacarosa, opcionalmente aproximadamente el 2% de sacarosa. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el excipiente farmacéuticamente aceptable tiene aproximadamente el 1-3% de trehalosa, opcionalmente
aproximadamente el 2% de trehalosa.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion comprende uno o mas tensioactivos. En
algunas realizaciones de la presente descripcién, el tensioactivo es un polisorbato o un poloxamero. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, el polisorbato es polisorbato 20 (PS20), polisorbato 40 (PS40), polisorbato
60 (PS60) o polisorbato 80 (PS80). En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polisorbato es PS20. En
algunas realizaciones de la presente descripcién, el poloxamero es Pluronic F68. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, el tensioactivo estd presente en un intervalo de aproximadamente el 0,1-5,0% (p/v). En
algunas realizaciones de la presente descripcion, es aproximadamente el 0,05% (p/v) de PS20.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion comprende uno o mas compuestos
antioxidantes o agentes reductores. En algunas realizaciones de la presente descripcién, el compuesto antioxidante
o agente reductor se selecciona de entre cisteina, metionina y N-acetilcisteina (NAC). En algunas realizaciones de la
presente descripcion, el compuesto antioxidante o agente reductor esta presente en un intervalo de concentracion de
aproximadamente 0,1-5,0 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion comprende uno o mas agentes de quelacion.
En algunas realizaciones de la presente descripcion, el agente de quelacion es etilendiamintetraacetato (EDTA). En
algunas realizaciones de la presente descripcion, el agente de quelacion estd presente en un intervalo de
concentracién de aproximadamente 0,1-2,0 mM.

En algunas composiciones, el polipéptido de HRS estd presente en una concentracion de al menos
aproximadamente 10 mg/ml. En algunas composiciones, el polipéptido de HRS esta presente en una concentracion
de al menos aproximadamente 25 mg/ml. En algunas composiciones, el polipéptido de HRS esta presente en una
concentracion de al menos aproximadamente 50 mg/ml.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion tiene una turbiedad de menos de
aproximadamente 0,5 medida por absorbancia a A340. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la
absorbancia a A340 se mide después de al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7 dias de incubacién a 37°C.
En algunas realizaciones de la presente descripcién, la absorbancia a A340 se mide después de al menos
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7 dias de incubacion a temperatura ambiente. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, la absorbancia a A340 se mide después de la congelacion/descongelacion de la composicion
al menos 1, 2, 3, 4 6 5 veces.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion tiene una opalescencia de menos de
aproximadamente 0,6 medida por absorbancia a A580. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la
absorbancia a A580 se mide después de al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7 dias de incubacién a 37°C.
En algunas realizaciones de la presente descripcién, la absorbancia a A580 se mide después de al menos
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7 dias de incubacion a temperatura ambiente. En algunas realizaciones de la
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presente descripcion, la absorbancia a A580 se mide después de la congelacién/descongelacion de la composicion
al menos 1, 2, 3, 4 6 5 veces.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicién tiene menos de aproximadamente el 3% de
agregados de peso molecular alto. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la agregacion de peso
molecular alto (APM) se mide después de al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7 dias de incubacion a 37°C.
En algunas realizaciones de la presente descripcion, la agregacion de peso molecular alto (APM) se mide después
de al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7 dias de incubacién a temperatura ambiente. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, la agregacion de peso molecular alto se mide después de la
congelacién/descongelacion de la composicion al menos 1, 2, 3, 4 6 5 veces.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una temperatura de fusién (Tf) en la
composicion de al menos aproximadamente 50°C. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
polipéptido de HRS tiene una temperatura de fusion (Tf) en la composicion de al menos aproximadamente 55°C. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una temperatura de fusién (Tf) en la
composicion de al menos aproximadamente 60°C.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una monodispersiéon de al menos
aproximadamente el 90% o el 95%.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion comprende L-histidina aproximadamente 50
mM, NaCl aproximadamente 140 mM, trehalosa aproximadamente al 2%, Polisorbato 20 (PS20) aproximadamente
al 0,05%, y tiene un pH de aproximadamente 7,0-7,4. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la
composicion comprende L-histidina aproximadamente 50 mM, NaCl aproximadamente 140 mM, sacarosa
aproximadamente al 2%, Polisorbato 20 (PS20) aproximadamente al 0,05%, y tiene un pH de aproximadamente 7,0-
7,4. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS es HRS(1-506) o0 HRS(2-506) y tiene
una temperatura de fusion (Tf) en la composicion de al menos aproximadamente 60°C. En algunas realizaciones de
la presente descripcion, la composiciéon tiene una turbiedad de menos de aproximadamente 0,1, o inferior a
aproximadamente 0,05, medida por absorbancia a A340. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la
composicion tiene una opalescencia de menos de aproximadamente 0,1, o inferior a aproximadamente 0,05, medida
por absorbancia a A580. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion tiene menos de
aproximadamente el 2%, o menos de aproximadamente el 1%, de agregados de peso molecular alto.

En algunas realizaciones la presente descripcion incluye una composicion médicamente Gtil que comprende un
polipéptido de entre aproximadamente 20 y 90 aminoacidos con al menos el 90% de identidad con HRS humana
(SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones de la presente descripcion, al menos 20-40 aminoacidos estan dentro de
los aminoécidos 1-67 de HRS humana (SEQ ID NO: 1). En realizaciones particulares de la presente descripcion, al
menos un aminoacido es un aminoacido D. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido: a) es de
al menos aproximadamente el 95% de pureza; b) tiene menos de aproximadamente el 5% de agregacion; y c¢) esta
sustancialmente libre de endotoxinas

En otra realizacion la presente descripcion incluye una composicion médicamente Gtil que comprende un polipéptido
de al menos aproximadamente 400 aminoacidos de un polipéptido de HRS; donde el polipéptido: a) es de al menos
aproximadamente el 95% de pureza; b) tiene menos de aproximadamente el 5% de agregacion; y c) esta
sustancialmente libre de endotoxinas.

En otra realizacion la presente descripcion incluye una composicion médicamente Util que comprende un polipéptido
de al menos aproximadamente 400 aminoacidos; donde el polipéptido es: a) al menos un 80% idéntico a la HRS
humana (SEQ ID NO: 1); b) tiene al menos aproximadamente el 95% de pureza; c) tiene menos de
aproximadamente el 5% de agregacion; y d) esta sustancialmente libre de endotoxinas.

En algunos aspectos de la presente descripcion, de cualquiera de estas composiciones terapéuticas o0 médicamente
utiles, el polipéptido comprende un polipéptido de HRS de longitud completa. En algunos aspectos de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS esta truncado aproximadamente en el residuo 505 6 506. En algunos aspectos de
la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene al menos una mutacion en un residuo de cisteina. En algunos
aspectos de la presente descripcion, el residuo de cisteina se selecciona de entre Cysl174, Cys191, Cys224,
Cys235, Cys455, Cys507 y Cys509. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido comprende al
menos un aminoacido D. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido comprende un dominio
WHEP. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
idéntica en al menos el 80% a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71, 74-153, 160-172 6 176-182, o
una secuencia de aminoacidos enumerada en o deducible a partir de cualquiera de las Tablas 1-9. En algunos
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aspectos de la presente descripcion, el polipéptido se fusiona con una proteina heteréloga. En algunos aspectos de
la presente descripcion, la proteina heteréloga comprende un ligando de linfocitos T. En algunos aspectos de la
presente descripcion, la composicion se formula para el suministro por medio de administracion oral, intranasal,
pulmonar o parenteral.

En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion terapéutica médicamente Util esta destinada a su
uso en el tratamiento de una enfermedad seleccionada de entre el grupo que consiste en enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias, miopatias inflamatorias, que incluyen miopatias inflamatorias
(idiopéticas), polimiositis, dermatomiositis y trastornos relacionados, solapamiento de polimiositis-esclerodermia,
miositis de cuerpos de inclusién (MCI), sindrome anti-sintetasa, enfermedad pulmonar intersticial, artritis, fendmeno
de Raynaud, sindrome de Perrault y sindrome de Usher. En algunos aspectos de la presente descripcion, el epitopo
es un epitopo inmunodominante reconocido por anticuerpos en los sueros del sujeto. En algunos aspectos, el
polipéptido de HRS se une a una molécula del complejo de histocompatibilidad humana (MHC) de clase | o clase II.
En algunos aspectos de la presente descripcion, el acido nucleico esta acoplado operativamente con secuencias de
control de expresién, y donde la expresion del acido nucleico provoca tolerizacién. En algunos aspectos de la
presente descripcion, la composicién terapéutica comprende el suministro de un vehiculo seleccionado de entre el
grupo que consiste en liposomas, micelas, emulsiones y células.

En otra realizacion la presente descripcion incluye una composicion terapéutica para su uso en el tratamiento de
enfermedades asociadas con una insuficiencia de histidil-tRNA sintetasa, que comprende al menos un polipéptido de
HRS, donde el polipéptido de HRS es capaz de sustituir al menos una funcién canénica o no candnica de la histidil-
tRNA sintetasa. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS no compite
significativamente con unién de autoanticuerpos asociados a la enfermedad con la histidil-tRNA sintetasa en un
ensayo ELISA competitivo hasta una concentracion de aproximadamente 5 x 107 M.

En otra realizacion la presente descripcion incluye una composicion terapéutica para su uso en el tratamiento de
enfermedades asociadas con un autoanticuerpo especifico para histidil-tRNA sintetasa, que comprende al menos un
polipéptido de HRS donde el polipéptido de HRS comprende al menos un epitopo reconocido especificamente por el
autoanticuerpo, y donde el polipéptido de HRS es capaz de provocar tolerizacion.

En otra realizacion la presente descripcién incluye una composicion terapéutica para su uso en el tratamiento de
enfermedades asociadas con un autoanticuerpo especifico para histidil-tRNA sintetasa, comprendiendo la
composicion un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS de mamifero, donde el polipéptido
de HRS comprende al menos un epitopo reconocido especificamente por el autoanticuerpo, y donde el acido
nucleico esta acoplado operativamente con secuencias de control de expresion, y donde la expresion del acido
nucleico provoca tolerizacion.

En otra realizacién la presente descripcion incluye una composicién terapéutica para su uso en el tratamiento de
enfermedades asociadas con un autoanticuerpo especifico para histidil-tRNA sintetasa, comprendiendo la
composicion una célula hospedadora recombinante, donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido
de HRS heterélogo que comprende al menos un epitopo reconocido especificamente por el autoanticuerpo, y donde
el acido nucleico esta acoplado operativamente con secuencias de control de expresion para facilitar la expresion de
la HRS en la célula hospedadora.

En otra realizacién la presente descripcion incluye una composicién terapéutica para su uso en el tratamiento de
enfermedades asociadas con un autoanticuerpo especifico para histidil-tRNA sintetasa, comprendiendo la
composicion un anticuerpo o una proteina de unién especificos para el autoanticuerpo, donde el anticuerpo o
proteina de union bloquea la unién del autoanticuerpo a la histidil-tRNA sintetasa natural.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a composiciones terapéuticas para su uso en el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria que comprende al menos un polipéptido de HRS, donde el polipéptido
de HRS tiene al menos una actividad no canénica.

Se incluyen también composiciones terapéuticas para su uso en el tratamiento de una distrofia muscular que
comprende al menos un polipéptido de HRS, donde el polipéptido de HRS tiene al menos una actividad no canénica.
En algunos aspectos de la presente descripcion, la distrofia muscular se selecciona de entre distrofia muscular de
Duchenne, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Emery-Dreifuss, distrofia muscular de cinturas y
miembros, distrofia muscular facioescapulohumeral, distrofia miotonica, distrofia muscular oculofaringea, distrofia
muscular distal y distrofia muscular congénita.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen composiciones terapéuticas para su uso en el tratamiento
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de rabdomidlisis, degeneracién muscular, caquexia, inflamacién muscular o lesién muscular que comprende al
menos un polipéptido de HRS, donde el polipéptido de HRS tiene al menos una actividad no canénica.

En otra realizaciéon la presente descripcién incluye el uso de un polipéptido de HRS en la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria. En otra realizacion la presente
descripcion incluye el uso de un polipéptido de HRS en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad asociada con una insuficiencia de histidil-tRNA sintetasa.

En algunos aspectos de la presente descripcion, de cualquiera de estas composiciones 0 usos terapéuticos, el
polipéptido de HRS induce tolerancia. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene
de aproximadamente 10 a aproximadamente 60 aminoacidos de longitud. En algunos aspectos de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS tiene de aproximadamente 60 a aproximadamente 120 aminoacidos de longitud.
En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene de aproximadamente 120 a
aproximadamente 200 aminoacidos de longitud. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de
HRS tiene longitud completa. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS esta truncado
aproximadamente en el residuo 505 6 506. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS
tiene al menos una mutacién en un residuo de cisteina. En algunos aspectos de la presente descripcion, el residuo
de cisteina se selecciona de entre Cys174, Cys191, C224, Cys235, Cys455, Cys507 y Cys509. En algunos aspectos
de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende al menos un aminoacido D. En algunos aspectos de la
presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende un dominio WHEP. En algunos aspectos de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS comprende una secuencia de aminoacidos idéntica en al menos el 80% a
cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71, 74-153, 160-172 6 176-182, o una secuencia de aminoacidos
al menos el 80%, el 90% o el 95% idéntica a cualquiera de las secuencias de las Tablas D1, D3-D6 o D8. En
algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS se fusiona con una proteina heter6loga. En
algunos aspectos de la presente descripcion, la proteina heteréloga comprende un ligando de linfocitos T. En
algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion se formula para el suministro por medio de
administracion oral, intranasal, pulmonar o parenteral. En algunos aspectos de la presente descripcion, la
composicion terapéutica comprende el suministro de un vehiculo seleccionado de entre el grupo que consiste en
liposomas, micelas, emulsiones y células.

Se incluyen también procedimientos de tratamiento de una enfermedad asociada con un autoanticuerpo que
comprende la administracion a un sujeto necesitado del mismo de una composicion terapéutica que comprende uno
0 mas de entre a) un polipéptido de HRS, b) un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS
heterélogo, ¢) una célula hospedadora recombinante, donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido
de HRS heterdlogo, o d) un anticuerpo o proteina de union especifica al autoanticuerpo.

En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion terapéutica se administra al sujeto antes de la
aparicion de sintomas de la enfermedad. En algunos aspectos de la presente descripcion el autoanticuerpo es
especifico para histidil-tRNA sintetasa. En algunos aspectos de la presente descripcién, el polipéptido de HRS
comprende al menos un epitopo de la histidil-tRNA sintetasa reconocido por el autoanticuerpo especifico de la
enfermedad. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS bloquea la unién del
autoanticuerpo con histidil-tRNA sintetasa natural. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de
HRS provoca delecién clonal de linfocitos T autorreactivos. En algunos aspectos de la presente descripcion, el
polipéptido de HRS provoca inactivacion funcional de los linfocitos T implicados en la respuesta autoinmunitaria. En
algunos aspectos de la presente descripcién, el polipéptido de HRS produce una reduccién de la inflamacion
muscular o pulmonar. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS induce tolerancia. En
algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene de aproximadamente 10 a
aproximadamente 60 aminoacidos de longitud. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de
HRS tiene de aproximadamente 60 a aproximadamente 120 aminoacidos de longitud. En algunos aspectos de la
presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene de aproximadamente 120 a aproximadamente 200 aminoacidos de
longitud. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene longitud completa. En algunos
aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS estéa truncado aproximadamente en el residuo 505 6 506.
En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene al menos una mutaciéon en un residuo
de cisteina. En algunos aspectos de la presente descripcion, el residuo de cisteina se selecciona de entre Cys174,
Cys191, Cys224, Cys235, C455, Cys507 y Cys509. En algunos aspectos de la presente descripcién, los residuos
507, 508 y 509 correspondientes a HRS de longitud completa (SEQ ID NO: 1) estan suprimidos. En algunos
aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende al menos un aminoacido D. En algunos
aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende un dominio WHEP. En algunos aspectos de
la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende una secuencia de aminoécidos idéntica en al menos el
80% a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71, 74-153, 160-172 6 176-182, o una secuencia de
aminoacidos al menos el 80%, el 90% o el 95% idéntica a cualquiera de las secuencias de las Tablas D1, D3-D6 o
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D8. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS se fusiona con una proteina heteréloga.
En algunos aspectos de la presente descripcion, la proteina heteréloga comprende un ligando de linfocitos T. En
algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion se formula para el suministro por medio de
administracion oral, intranasal, pulmonar o parenteral.

En algunos aspectos de la presente descripcion, la enfermedad se selecciona de entre el grupo que consiste en
miopatias inflamatorias, que incluye miopatias inflamatorias, polimiositis, dermatomiositis y trastornos relacionados,
solapamiento de polimiositis-esclerodermia, miositis de cuerpos de inclusion (MCI), sindrome anti-sintetasa,
enfermedad pulmonar intersticial, artritis y fendmeno de Raynaud, entre otras enfermedades o dolencias descritas en
la presente memoria. En algunos aspectos de la presente descripcion, el epitopo es epitopo inmunodominante
reconocido por los anticuerpos en los sueros del sujeto. En algunos aspectos de la presente descripcion, el
polipéptido de HRS se une a una molécula de complejo de histocompatibilidad humana (MHC) clase Il. En algunos
aspectos de la presente descripcion, el acido nucleico esta acoplado operativamente con secuencias de control de
expresion, y donde la expresion del acido nucleico provoca tolerizacién. En algunos aspectos de la presente
descripcion, la composicion terapéutica comprende el suministro de un vehiculo seleccionado de entre el grupo que
consiste en liposomas, micelas, emulsiones y células.

Se incluyen también procedimientos de reduccion de la inflamacion de los tejidos que comprende la administracion a
un sujeto necesitado del mismo de una composicion que comprende uno o mas de entre a) un polipéptido de HRS,
b) un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterdlogo, o c) una célula hospedadora
recombinante; donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo. En algunos
aspectos de la presente descripcion, el tejido se selecciona de entre musculo, pulmén vy piel.

Algunas realizaciones de la presente descripciéon se refieren a procedimientos de reducciéon de la inflamacion
muscular o pulmonar comprendiendo dicho procedimiento la administracion a un sujeto de una compaosicion
terapéutica que comprende uno o mas de entre: a) un polipéptido de HRS; b) un &cido nucleico recombinante que
codifica un polipéptido de HRS heterélogo; o ¢) una célula hospedadora recombinante, donde la célula hospedadora
expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo.

Se incluyen también procedimientos de tratamiento de una distrofia muscular que comprende la administracion a un
sujeto necesitado del mismo de una composicion que comprende uno o0 mas de entre a) un polipéptido de HRS, b)
un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterélogo, o c) una célula hospedadora
recombinante, donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterdlogo. En algunos
aspectos de la presente descripcion, la distrofia muscular se selecciona de entre distrofia muscular de Duchenne,
distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Emery-Dreifuss, distrofia muscular de cinturas y miembros,
distrofia muscular facioescapulohumeral, distrofia miotdnica, distrofia muscular oculofaringea, distrofia muscular
distal y distrofia muscular congénita.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a procedimientos de tratamiento de rabdomidlisis,
degeneracion muscular, caquexia, inflamacion muscular o lesién muscular que comprenden la administracién a un
sujeto necesitado del mismo de una composicién que comprende uno o mas de entre a) un polipéptido de HRS, b)
un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterdlogo, o c) una célula hospedadora
recombinante, donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo.

Algunas realizaciones de la presente descripcién incluyen procedimientos para inducir tolerancia a un autoantigeno
de histidil-tRNA sintetasa (HisRS), comprendiendo dicho procedimiento la administracién a un sujeto de una
composicion terapéutica que comprende uno o mas de entre: a) un polipéptido de HRS, b) un acido nucleico
recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterdlogo; o c) una célula hospedadora recombinante, donde la
célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterdlogo, donde el polipéptido de HRS comprende al
menos un epitopo reconocido especificamente por el autoanticuerpo, y donde la administracién de la composicion
provoca tolerizacion al autoantigeno.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos para eliminar un conjunto o subconjunto
de linfocitos T implicados en una respuesta autoinmunitaria a un autoantigeno de histidil-tRNA sintetasa (HisRS),
comprendiendo el procedimiento la administracion a un sujeto de una composicion terapéutica de uno o mas de
entre: a) un polipéptido de HRS; b) un &cido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterdlogo; o
c) una célula hospedadora recombinante, donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS
heter6logo, donde el polipéptido de HRS comprende al menos un epitopo reconocido especificamente por el
autoanticuerpo, y donde la administracién de la composicion provoca delecion clonal de linfocitos T autorreactivos.

Se incluyen también procedimientos para induccién de anergia en linfocitos T implicados en una respuesta
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autoinmunitaria a un autoantigeno de histidil-tRNA sintetasa (HisRS), comprendiendo el procedimiento la
administracion a un sujeto de una composiciéon que comprende uno o mas de entre: a) un polipéptido de HRS; b) un
acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterdlogo; o c) una célula hospedadora
recombinante, donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo, donde el
polipéptido de HRS comprende al menos un epitopo reconocido especificamente por el autoanticuerpo, y donde la
administracion de la composicién provoca inactivacion funcional de los linfocitos T implicados en la respuesta
autoinmunitaria.

Algunas realizaciones de la presente descripcion comprenden terapias de sustitucion para tratar una enfermedad
asociada con una insuficiencia de histidil-tRNA sintetasa que comprende la administracién a un sujeto necesitado del
mismo de una composicién terapéutica que comprende uno o mas de entre: a) un polipéptido de HRS; b) un acido
nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterdlogo; c) una célula hospedadora recombinante,
donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo; o d) un anticuerpo o proteina de
union especifica al autoanticuerpo; donde el polipéptido de HRS funcionalmente compensa la insuficiencia a la
histidil-tRNA sintetasa.

Se incluyen también procedimientos para tratar una enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria, que comprende la
administracion a un sujeto necesitado del mismo de una composicion terapéutica que comprende al menos un
polipéptido de HRS.

En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS no compite significativamente por
autoanticuerpos asociados a la enfermedad que se unen a histidil-tRNA sintetasa en un ensayo ELISA competitivo
hasta una concentracién de aproximadamente 5 x 107 M.

En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene de aproximadamente 10 a
aproximadamente 60 aminoacidos de longitud. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de
HRS tiene de aproximadamente 60 a aproximadamente 120 aminoacidos de longitud. En algunos aspectos de la
presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene de aproximadamente 120 a aproximadamente 200 aminoacidos de
longitud. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene de aproximadamente 200 a
aproximadamente 400 aminoacidos de longitud. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de
HRS tiene de aproximadamente 400 a aproximadamente 500 aminoacidos de longitud. En algunos aspectos de la
presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene longitud completa. En algunos aspectos de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS esta truncado aproximadamente en el residuo 505 6 506. En algunos aspectos de
la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene al menos una mutacion en un residuo de cisteina. En algunos
aspectos de la presente descripcion, el residuo de cisteina se selecciona de entre Cysl74, Cys191, Cys224,
Cys235, C455, Cys507 y Cys509. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS
comprende al menos un aminoacido D. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS
comprende un dominio WHEP. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende
una secuencia de aminoacidos idéntica en al menos el 80% a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71,
74-153, 160-172 6 176-182, o una secuencia de aminoacidos al menos el 80%, el 90% o el 95% idéntica a
cualquiera de las secuencias de las Tablas D1, D3-D6, o D8. En algunos aspectos de la presente descripcion, el
polipéptido de HRS se fusiona con una proteina heteréloga. En algunos aspectos de la presente descripcion, la
proteina heter6loga comprende un ligando de linfocitos T. En algunos aspectos de la presente descripcion, la
composicion se formula para el suministro por medio de administracién oral, intranasal, pulmonar o parenteral. En
algunos aspectos de la presente descripcion, la enfermedad se selecciona de entre el grupo que consiste en
miopatias inflamatorias, que incluye miopatias inflamatorias, polimiositis, dermatomiositis y trastornos relacionados,
solapamiento de polimiositis-esclerodermia, miositis de cuerpos de inclusion (MCI), sindrome anti-sintetasa,
enfermedad pulmonar intersticial, artritis y fenédmeno de Raynaud. En algunos aspectos de la presente descripcion,
el epitopo es un epitopo inmunodominante reconocido por los anticuerpos en los sueros del sujeto. En algunos
aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS se une a una molécula de complejo de
histocompatibilidad humana (MHC) de clase Il. En algunos aspectos de la presente descripcion, el acido nucleico
esta acoplado operativamente con secuencias de control de expresion, y donde la expresion del acido nucleico
provoca tolerizacién. En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion terapéutica comprende el
suministro de un vehiculo seleccionado de entre el grupo que consiste en liposomas, micelas, emulsiones y células.

Se incluyen también procedimientos de determinaciéon de presencia o niveles de un polipéptido de HRS, o
fragmentos de los mismos en una muestra, que comprende la puesta en contacto de la muestra con uno o mas
agentes de unién que se unen especificamente al polipéptido de HRS y la deteccion de la presencia o ausencia del
agente de union, y determinando asi la presencia o los niveles del polipéptido de HRS.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos de determinacion de la especificidad del
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epitopo de un anticuerpo anti-polipéptido de HRS para un polipéptido de HRS especifico, comprendiendo el
procedimiento la puesta en contacto del anticuerpo con uno o mas polipéptidos de HRS, y la deteccion de la
presencia o ausencia del agente de unién, y determinando asi la especificidad del epitopo del anticuerpo. En
algunos aspectos de la presente descripcion de este procedimiento, el polipéptido de HRS es de hasta
aproximadamente 80 aminoacidos de longitud y comprende el dominio WHEP.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos para tratar enfermedades asociadas con
un autoanticuerpo especifico para histidil-tRNA sintetasa, comprendiendo el procedimiento la administracion a un
sujeto necesitado del mismo de una composicion terapéutica que comprende al menos un polipéptido de HRS donde
el polipéptido de HRS no compite significativamente por autoanticuerpos asociados a la enfermedad que se unen a
histidil-tRNA sintetasa en un ensayo ELISA competitivo hasta una concentracion de aproximadamente 1 x 107 M.

En otro aspecto de la presente descripcion, los polipéptidos de HRS pueden usarse para el perfil de pacientes para
identificar su carga de enfermedad de anticuerpos Jo-1. Dichos perfiles permiten la seleccion de pacientes en
subpoblaciones que se beneficiarian del tratamiento con polipéptido de HRS, pronostican el probable resultado
terapéutico y/o identifican el o los polipéptidos de HRS mas adecuados para su uso como agentes terapéuticos.

Por consiguiente, algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a procedimientos para identificar a un
sujeto humano en riesgo de sufrir una respuesta inmunitaria adversa a la administracion del polipéptido de HRS, que
comprende a) la determinacién del nivel de anticuerpos, o la especificidad del epitopo del anticuerpo anti-histidil-
tRNA sintetasa en el sujeto; y b) la identificacién del sujeto como en riesgo de desarrollar una respuesta inmunitaria
adversa a la administracion del polipéptido de HRS si el sujeto tiene anticuerpos detectables para histidil-tRNA
sintetasa, o el polipéptido de HRS. En algunos aspectos de la presente descripcién, el sujeto puede identificarse
como en riesgo de desarrollar una respuesta inmunitaria adversa a la administracion del polipéptido de HRS si el
sujeto tiene una concentracion de anticuerpos de histidil-tRNA sintetasa en su suero de mas de aproximadamente 2
micromolar. En algunos aspectos de la presente descripcion, el sujeto puede identificarse como de alto riesgo de
desarrollar una respuesta inmunitaria adversa a la administracion del polipéptido de HRS si el sujeto tiene una
concentracién de anticuerpos de histidil-tRNA sintetasa en su suero de mas de aproximadamente 4 micromolar.

Se incluyen también procedimientos para seleccionar un polipéptido de HRS con el fin de tratar a un sujeto humano
con una afeccion autoinmunitaria o inflamatoria, que comprende a) la determinacién del nivel de anticuerpos, o la
especificidad del epitopo del anticuerpo anti-histidil-tRNA sintetasa en el sujeto; y b) la seleccién de un polipéptido de
HRS que tiene una menor afinidad por el anticuerpo anti-histidil-tRNA sintetasa en comparacién con histidil-tRNA
sintetasa de tipo no mutado.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a procedimientos para pronéstico de la progresion de la
enfermedad en un sujeto humano, que comprende a) la determinacién del nivel de anticuerpos, o especificidad del
epitopo del anticuerpo anti-histidil-tRNA sintetasa en el sujeto; y b) la identificacién del sujeto como en riesgo de
desarrollar una enfermedad mas grave si el sujeto tiene anticuerpos detectables para histidil-tRNA sintetasa, o el
polipéptido de HRS.

Se incluyen también procedimientos para predecir las respuestas del sujeto a la administracion del polipéptido de
HRS, que comprende a) la determinacion del nivel de anticuerpos, o especificidad del epitopo del anticuerpo anti-
histidil-tRNA sintetasa en el sujeto; y b) la identificacion del sujeto como adecuado para la administracion del
polipéptido de HRS si el sujeto no tiene anticuerpos detectables para histidil-tRNA sintetasa, o el polipéptido de HRS.

En algunos aspectos de la presente descripcion, el sujeto puede identificarse como adecuado para la administracion
del polipéptido de HRS si el sujeto tiene una concentracion de anticuerpos de histidil-tRNA sintetasa en su suero de
menos de aproximadamente 1 micromolar.

En algunos aspectos de la presente descripcion, el sujeto puede identificarse como adecuado para la administracion
del polipéptido de HRS si el sujeto tiene una concentracién de anticuerpos de histidil-tRNA sintetasa en su suero de
menos de aproximadamente 0,1 micromolar.

En algunos aspectos de la presente descripcion, el sujeto puede identificarse como adecuado para la administracion
del polipéptido de HRS si el sujeto tiene una concentracién de anticuerpos de histidil-tRNA sintetasa en su suero de
mas de aproximadamente 0,01 micromolar.

Se incluyen también procedimientos para inmunoadsorcion extracorpérea de anticuerpos de anti-histidil-tRNA

sintetasa (HRS) a partir de un fluido corporal extracelular, que comprende (a) el suministro del fluido corporal
extracelular que se ha obtenido de un sujeto, la puesta en contacto del fluido corporal extracelular con un soporte
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sélido biocompatible que tiene al menos un polipéptido de histidil-tRNA sintetasa unido al mismo, capturando asi los
anticuerpos anti-HRS en el soporte sélido, y (c) la reinfusion del fluido corporal extracelular de la etapa (b) en el
sujeto. En algunos aspectos de la presente descripcion, los anticuerpos anti-HRS incluyen un anticuerpo anti-Jo-1.

DESCRIPCION DETALLADA
La presente invencién es tal como se define en las reivindicaciones.

La practica de la presente descripcion empleara, salvo que se indique expresamente lo contrario, procedimientos
convencionales de biologia molecular y técnicas de ADN recombinante dentro de los conocimientos de la técnica,
muchos de los cuales se describen mas adelante con fines de ilustracién. Dichas técnicas se explican de forma
completa en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32
Edicion, 2000); DNA Cloning: A Practical Approach, vol. | & Il (D. Glover, ed.); Oligonucleotid Synthesis (N. Gait, ed.,
1984); Oligonucleotid Synthesis: Methods and Applications (P. Herdewijn, ed., 2004); Nucleic Acid Hybridization (B.
Hames & S. Higgins, ed., 1985); Nucleic Acid Hybridization: Modern Applications (Buzdin y Lukyanov, ed., 2009);
Transcription and Translation (B. Hames & S. Higgins, ed., 1984); Animal Cell Culture (R. Freshney, ed., 1986);
Freshney, R.l. (2005) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, 52 ed. Hoboken NJ, John Wiley & Sons;
B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (32 edicion 2010); Farrell, R., RNA Methodologies: A Laboratory
Guide for Isolation and Characterization (32 Edicion 2005). Poly(ethylene glycol), Chemistry and Biological
Applications, ACS, Washington, 1997; Veronese, F., y J.M. Harris, Ed., Peptide and protein PEGilation, Advanced
Drug Delivery Reviews, 54(4) 453-609 (2002); Zalipsky, S., y col., "Use of functionalized Poly(Ethylene Glycols) for
modification of polypeptides" en Polyethylene Glycol Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications. Las
publicaciones indicadas anteriormente se proporcionan sélo con fines de descripcion antes de la fecha de
presentacién de la presente solicitud.

Definiciones

Salvo que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que se entiende normalmente entre los expertos en la materia a los que corresponde la presente
descripcion. Aunque en la practica o en la aplicacion de la presente invencién pueda usarse cualquier procedimiento
y material similar o equivalente a los descritos en la presente memoria, se describen los procedimientos y materiales
preferidos. Para los fines de la presente descripcion, se definen los términos que se muestran a continuacion.

Los articulos "un" y "una" se usan en la presente memoria para referirse a uno o mas de uno (es decir, a al menos
uno) de los objetos gramaticales del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento"” significa un elemento o mas de un
elemento.

Por "aproximadamente" se entiende una cantidad, nivel, valor, nimero, frecuencia, porcentaje, dimensién, tamafio,
cuantia, peso o longitud que varia en hasta el 30, 25, 20, 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 6 1% con respecto a una
cantidad, nivel, valor, nimero, frecuencia, porcentaje, dimensién, tamafio, cuantia, peso o longitud de referencia.

El término "anergia" se refiere a la inactivacion funcional de una respuesta de linfocitos T o linfocitos B a la
reestimulacién por antigeno.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "aminoacido" pretende significar aminoacidos de origen natural
y no natural asi como analogos y miméticos de aminoacidos. Los aminoacidos de origen natural incluyen los 20 (L)-
aminoacidos usados durante la biosintesis de proteinas asi como otros tales como 4-hidroxiprolina, hidroxilisina,
desmosina, isodesmosina, homocisteina, citrulina y ornitina, por ejemplo. Los aminoacidos de origen no natural
incluyen, por ejemplo, (D)-aminoacidos, norleucina, norvalina, p-fluorofenilalanina, etionina y similares, que son
conocidos para un experto en la materia. Los analogos de aminoacidos incluyen formas modificadas de aminoacidos
de origen natural y no natural. Dichas modificaciones pueden incluir, por ejemplo, sustitucion o reemplazamiento de
grupos Yy fracciones quimicos en el aminoacido o por derivacion del aminoacido. Los miméticos de aminoacidos
incluyen, por ejemplo, estructuras organicas que muestran propiedades funcionalmente similares tales como
caracteristicas de carga y separacion de carga del aminoacido de referencia. Por ejemplo, una estructura organica
que emula a la Arginina (Arg o R) tendria una fraccion de carga positiva situada en un 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 incluyen también estructuras restringidas de manera que mantengan separaciéon e
interacciones de carga 6ptimas del aminoacido o de los grupos funcionales del aminoacido. Los expertos en la
materia saben o pueden determinar qué estructuras constituyen analogos de aminoacidos o miméticos de
aminoacidos equivalentes.
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Tal como se usa en la presente memoria, un sujeto "en riesgo” de desarrollar una enfermedad, o una reaccion
adversa puede tener o no una enfermedad detectable, o sintomas de enfermedad, y puede tener o no una
enfermedad detectable o sintomas de enfermedad mostrados antes de los procedimientos de tratamiento descritos
en la presente memoria. "En riesgo" denota que un sujeto tiene uno o mas factores de riesgo, que son parametros
mensurables que guardan relacion con el desarrollo de una enfermedad, tal como se describe en la presente
memoria y se conoce en la técnica. Un sujeto que tienen uno o mas de estos factores de riesgo tiene una mayor
probabilidad de desarrollar la enfermedad, o una reaccién adversa que un sujeto sin uno o mas de estos factores de
riesgo.

Una "enfermedad autoinmunitaria" tal como se usa en la presente memoria es una enfermedad o trastorno que
procede de o se dirige contra los tejidos del propio individuo. Los ejemplos de enfermedades o trastornos
autoinmunitarios incluyen, pero no se limitan a, respuestas inflamatorias tales como enfermedades inflamatorias de
la piel que incluyen psoriasis y dermatitis (por ejemplo, dermatitis atépica); esclerodermia y esclerosis sistémicas;
respuestas asociadas con enfermedad inflamatoria intestinal (tales como enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa);
sindrome de distrés respiratorio (que incluye sindrome de distrés respiratorio del adulto; SADR); dermatitis;
meningitis; encefalitis; uveitis; colitis; glomerulonefritis; afecciones alérgicas tales como eczema y asma y otras
afecciones que implican infiltrado de linfocitos T y respuestas inflamatorias crénicas; ateroesclerosis; deficiencia de
adhesiéon de leucocitos; artritis reumatoide; lupus eritematoso sistémico (LES); diabetes mellitus (por ejemplo,
diabetes mellitus Tipo | o diabetes mellitus insulinodependiente); esclerosis mdltiple; sindrome de Raynaud,; tiroiditis
autoinmunitaria; encefalomielitis alérgica; sindrome de Sjogren; diabetes de inicio juvenil; y respuestas inmunitarias
asociadas con hipersensibilidad aguda y retardada mediada por citocinas y linfocitos T presentes normalmente en
tuberculosis, sarcoidosis, polimiositis, miopatias inflamatorias, enfermedad pulmonar intersticial, granulomatosis y
vasculitis; anemia perniciosa (enfermedad de Addison); enfermedades que implican diapédesis leucocitaria;
trastorno inflamatorio del sistema nervioso central (SNC); sindrome por lesiéon multiorganica; anemia hemolitica (que
incluye, pero no se limita a crioglobulinemia o anemia de Coombs positiva); miastenia grave; enfermedades
mediadas por el complejo antigeno-anticuerpo; enfermedad de membranas basales antiglomerular; sindrome
antifosfolipidos; neuritis alérgica; enfermedad de Graves; sindrome miasténico de Lambert-Eaton; penfigoide bulloso;
pénfigo; autoinmune poliendocrinopatias; enfermedad de Reiter; sindrome de la persona rigida; enfermedad de
Behget; arteritis de células gigantes; nefritis compleja inmunitaria; nefropatia de IgA; polineuropatias de IgM; purpura
trombocitopénica inmunitaria (PTI) o trombocitopenia autoinmunitaria, etc.

El término "unién" se refiere a una asociacion directa entre dos moléculas, debido, por ejemplo, a interacciones de
enlaces covalentes, electrostaticos, hidréfobos y iénicos y/o de hidrégeno, que incluyen interacciones tales como
puentes salinos y puentes acuosos. Las proteinas de union incluyen por ejemplo anticuerpos y alternativas de
anticuerpos que incluyen agentes de unién, tal como se describe en la presente memoria.

El término "delecién clonal" se refiere a la delecién (por ejemplo, pérdida, o muerte) de linfocitos T autorreactivos.
La delecion clonal puede conseguirse centralmente en el timo, o en la periferia, o en ambos.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, salvo que por el contexto se requiera lo contrario, se entendera que
los términos "comprender”, "comprende” y "que comprende" implican la inclusién de una etapa o elemento o
grupo de etapas o elementos enunciados pero no la exclusién de cualquier otra etapa o elemento o grupo de etapas
o elementos. Por "que consiste en" se entiende que incluye, y se limita a, lo que sigue en la frase "que consiste
en”. Asi, la frase "que consiste en" indica que los elementos enumerados son requeridos u obligatorios, y que no
puede estar presente ningln otro elemento. 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 accion especificada en la descripcién para los elementos enumerados. Asi, la frase "que
consiste esencialmente en" indica que los elementos enumerados son requeridos u obligatorios, pero que otros
elementos son opcionales y pueden o no estar presentes dependiendo de si influyen o no materialmente en la
actividad o accion de los elementos enumerados.

Por "proceso continuo" se entiende un proceso que puede definirse mediante una funcién constante que se aplica
en el punto temporal de inicio del proceso y que termina en el punto final del proceso. Asi, en el presente contexto un
ejemplo tipico de un proceso continuo es un procedimiento en el que un cierto tipo de fluido corporal, normalmente
sangre, se extrae a un flujo constante (es decir, un flujo sustancialmente ininterrumpido) de un paciente y se
reintroduce también en el paciente con un flujo constante similar. Se entenderd que este procedimiento contrasta
con cualquier otro procedimiento "discontinuo" donde el fluido corporal es extraido del paciente en un
procedimiento independiente de una vez, opcionalmente almacenado y puesto en contacto con un adsorbente por
lotes en otro momento y reintroducido en el paciente en otro momento mas elegido basicamente independiente de
los dos primeros procedimientos.
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El término "libre de endotoxinas" o "sustancialmente libre de 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 ciertos microorganismos, tales como bacterias, normalmente
bacterias gramnegativas, aunque las endotoxinas pueden encontrarse en bacterias grampositivas, tales como
Listeria monocytogenes. Las endotoxinas mas prevalentes son lipopolisacaridos (LPS) o lipooligosacaridos (LOS)
encontrados en la membrana exterior de diversas bacterias gramnegativas, y que representan una caracteristica
patégena central en la capacidad de estas bacterias para provocar enfermedades. Pequefias cantidades de
endotoxinas en seres humanos pueden producir fiebre, un descenso de la presion arterial y la activacion de
inflamacién y coagulacion, entre otros efectos fisiolégicos adversos.

Por tanto, en la produccién farmacéutica, a menudo es conveniente eliminar la mayoria o la totalidad de las trazas de
endotoxina de los productos farmacolégicos y/o envases de farmacos, dado que incluso cantidades pequefias
pueden causar efectos adversos en los seres humanos. Para este fin puede usarse un horno de despirogenacion,
dado que normalmente se necesitan temperaturas superiores a 300°C para descomponer la mayoria de las
endotoxinas. Por ejemplo, basandose en el material de envasado primario tal como jeringas o viales, la combinacion
de una temperatura vitrea de 250°C y un tiempo de retencion de 30 minutos es suficiente a menudo para conseguir
una reduccion de 3 log en los niveles de endotoxina. Se contemplan otros procedimientos de eliminacion
endotoxinas, que incluyen, por ejemplo, procedimientos de cromatografia y filtrado, tal como se describe en la
presente memoria y se conoce en la técnica. Se incluyen también procedimientos de produccion de polipéptidos de
HRS y su aislamiento de células eucariotas tales como células de mamiferos para reducir, si no eliminar, el riesgo de
endotoxinas presentes en una composicién tal como se describe en la presente memoria. Se prefieren
procedimientos de produccion de polipéptidos de HRS y aislamiento de las células sin suero.

Las endotoxinas pueden detectarse usando técnicas rutinarias conocidas en la técnica. Por ejemplo, el ensayo de
lisado de amebocitos de Limulus, que usa sangre del cangrejo herradura, es un ensayo muy sensible para detectar
la presencia de endotoxinas. En esta prueba, niveles muy bajos de LPS pueden provocar una coagulacion
detectable del lisado de Limulus debido a una potente cascada enzimatica que amplifica esta reaccion. Las
endotoxinas pueden cuantificarse también mediante ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA). Para estar
sustancialmente libres de endotoxinas, los niveles de las endotoxinas pueden ser inferiores a aproximadamente
0,001, 0,005, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,08, 0,09, 0,1, 0,5,1,0,15, 2,25, 3,4,5,6,7,8,9 6 10 UE/mg de
proteinas. Normalmente, 1 ng de lipopolisacaridos (LPS) corresponde a aproximadamente 1-10 UE.

"Epitopo" se refiere a la parte de un antigeno u otra macromolécula capaz de formar una interacciéon de unién que
interacciona con la region variable de un anticuerpo (o proteina semejante), alternativa de anticuerpo, agente de
unioén o receptor de linfocitos T. En el caso de anticuerpos, dichas interacciones de union pueden manifestarse como
un contacto intermolecular con uno o mas residuos de aminoacidos de un CDR. La unién a antigeno puede implicar
un CDR3 o un par de CDR3. Un epitopo puede ser una secuencia de péptidos lineales (por ejemplo, "continua") o
puede estar compuesto por secuencias de aminoacidos no contiguos (por ejemplo, secuencias "conformacionales” o
"discontinuas" que pueden formar por separado o de manera conjunta una forma reconocible). Una proteina de
unién puede reconocer una 0 mas secuencias de aminodacidos; por tanto un epitopo puede definir mas de una
secuencia de aminodacidos distinta. Los epitopos reconocidos por una proteina de unién pueden determinarse
mediante cartografia de péptidos y técnicas de analisis de secuencias bien conocidas para el experto en la materia.
Un "epitopo criptico” o un "sitio de union criptico” es un epitopo o sitio de unién de una secuencia de proteinas que
no esta expuesto o esta protegido sustancialmente del reconocimiento dentro de un polipéptido no modificado, o un
complejo de proteinas o multimero, pero es susceptible de ser reconocido por una proteina de unién al polipéptido
proteolizado, o polipéptido disociado sin formacién de complejo. Las secuencias de aminoacidos que no se exponen,
0 se exponen sélo parcialmente, en la estructura de polipéptidos multiméricos no modificados son epitopos cripticos
potenciales. Si un epitopo no se expone, o se expone so6lo parcialmente, entonces es probable que quede enterrado
en el interior del polipéptido, o enmascarado en el complejo de polipéptidos por la union de otras proteinas o
factores. Los epitopos cripticos candidatos pueden identificarse, por ejemplo, examinando la estructura
tridimensional de un polipéptido no modificado.

Las "secuencias de control de expresidon" son secuencias reguladoras de acidos nucleicos, o los aminoacidos
correspondientes, tales como promotores, directores, potenciadores, intrones, motivos de reconocimiento para ARN,
0 proteinas de unién a ADN, sefales de poliadenilacion, terminadores, sitios de entrada de ribosomas internos
(IRES), sefiales de secrecion, sefales de localizacion subcelular y similares, que tienen la capacidad de influir en la
transcripcion o traduccién, o localizacién subcelular o celular de una secuencia codificante en una célula
hospedadora. Se describen secuencias de control de expresion de ejemplo en Goeddel; Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990).
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El término "fluidos corporales extracelulares" se refiere a los fluidos extracelulares de organismos de mamiferos.
Los ejemplos incluyen sangre, ascitis, plasma, linfa, liquido amniético, orina, saliva y liquido cefalorraquideo.

El término "heter6logo” se refiere a un acido nucleico o una proteina que se han introducido en un organismo (tal
como una planta, animal o célula procariota) o en una molécula de acidos nucleicos (tal como un cromosoma, vector
0 construccién de acidos nucleicos), que proceden de otra fuente, o que son de la misma fuente, pero estan situados
en un contexto diferente (es decir, no natural).

"Homologia" se refiere al nimero porcentual de aminoacidos que son idénticos o constituyen sustituciones
conservadoras. La homologia puede determinarse usando programas de comparacion de secuencias tales como
GAP (Deveraux y col., 1984, Nucleic Acids Research 12, 387-395). De este modo secuencias de una longitud similar
o sustancialmente diferente a las citadas en la presente memoria podrian compararse mediante la insercién de
huecos en la alineacién, estando dichos huecos determinados, por ejemplo, por el algoritmo de comparaciéon usado
por GAP.

El término "concentracion efectiva semimaxima" o "CEsy" se refiere a la concentracién de un agente (por
ejemplo, polipéptido de HRS, u otro agente) tal como se describe en la presente memoria para la que induce una
respuesta intermedia entre el valor basal y el maximo después de un tiempo de exposicion especificado; la CEsp de
una curva de respuesta de dosis graduada representa por tanto la concentracion de un compuesto para el que se
observa el 50% de su efecto maximo. La CEsg representa también la concentracion en plasma requerida para
obtener el 50% de un efecto maximo in vivo. De forma similar, la "CEg" se refiere a la concentracion de un agente o
composicién para el que se observa el 90% de su efecto maximo. La "CEgo" puede calcularse a partir de la "CEsp" y
la pendiente de Hill, o puede determinarse a partir de los datos directamente, usando conocimientos rutinarios en la
técnica. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la CEso de un agente de bloqueo de anticuerpos es
inferior a 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, 100, 200 6 500 nM. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, una composicién bioterapéutica tendra un valor de CEsg de aproximadamente 1 nM o menos.

Una "composicién inmundgena” de la presente descripcion, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a
cualquier composicion que desencadena una respuesta inmunitaria en un animal, tal como un mamifero. Una
"respuesta inmunitaria" es la reaccién del organismo a sustancias extrafias, sin implicar una consecuencia fisiolégica
0 patolégica de dicha reaccion, es decir, sin conferir necesariamente inmunidad protectora en el animal. Una
respuesta inmunitaria puede incluir uno o mas de los siguientes aspectos: (a) una respuesta inmunitaria mediada por
células, que implica la produccién de linfocitos por el timo (linfocitos T) en respuesta a la exposicién al antigeno; y/o
(b) una respuesta inmunitaria humoral, que implica la produccion de linfocitos (linfocitos B) en plasma en respuesta a
la exposicion a antigenos con posterior produccion de anticuerpos.

Por "aislado" se entiende un material que esta libre sustancialmente o esencialmente de los componentes que
normalmente lo acompafian en su estado natural. Por ejemplo, un "péptido aislado" o un "polipéptido aislado" y
similares, tal como se usa en la presente memoria, incluye el aislamiento y/o purificacion in vitro de una molécula de
péptido o polipéptido de su entorno celular natural, y de la asociacion con otros componentes de la célula; es decir,
no esta asociado significativamente con sustancias in vivo.

El término "modulaciéon” incluye "aumento”, "mejora" o "estimulaciéon”, asi como "disminucion" o "reduccion”,
normalmente en una cantidad estadisticamente significativa o fisiolégicamente significativa en comparaciéon con un
control. Una cantidad "aumentada”, "estimulada" o "mejorada" es normalmente una cantidad "estadisticamente
significativa", y puede incluir un aumento que es de 1,1, 1,2, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30 0 mas veces (por
ejemplo, 500, 1.000 veces) (lo que incluye todos los nimeros enteros y comas decimales intermedios y superiores a
1, por ejemplo, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, etc.) la cantidad sin composicién (por ejemplo, en ausencia de cualquiera de los
polipéptidos de HRS de la presente descripcién) o una composicién de control, muestra o sujeto de prueba. Una
cantidad "disminuida" o "reducida" es normalmente una cantidad "estadisticamente significativa", y puede
incluir una disminucion del 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%,
18%, 19%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 0 100% en la
cantidad sin composicion (la ausencia de un agente o0 compuesto) 0 una composicion de control, que incluye todos
los nimeros enteros intermedios.

Los términos "ligado operativamente”, "unido operativamente” o "acoplado operativamente" tal como se usa
indistintamente en la presente memoria, se refieren a la colocacién de dos o mas secuencias de nucleotidos o
elementos de secuencia de manera que les permite funcionar de la forma pretendida. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, una molécula de acidos nucleicos de acuerdo con la presente descripcion incluye uno o mas
elementos de ADN capaces de abrir la cromatina y/o de mantener cromatina en un estado abierto ligado
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operativamente con una secuencia de nucleotidos que codifica una proteina recombinante. En otras realizaciones de
la presente descripcion, una molécula de &acidos nucleicos puede incluir ademas una o mas secuencias de
nucleétidos de ADN o ARN elegidas entre: (a) una secuencia de nucledtidos capaz de aumentar la traduccion; (b)
una secuencia de nucleétidos capaz de aumentar la secrecién de la proteina recombinante fuera de una célula; (c)
una secuencia de nucleétidos capaz de aumentar la estabilidad del ARNm, y (d) una secuencia de nucleétidos capaz
de unirse a un factor de accion trans para modular la transcripcidon o traduccion, donde dichas secuencias de
nucledtidos estan unidas operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina recombinante.
En general, pero no necesariamente, las secuencias de nucledtidos que estan ligadas operativamente son contiguas
y, cuando es necesario, estan en un marco de lectura. Sin embargo, aunque un elemento de ADN ligado
operativamente capaz de abrir la cromatina y/o mantener la cromatina en un estado abierto suele estar situado en
sentido ascendente de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina recombinante, no es necesariamente
contiguo a ella. La unidon operativa de varias secuencias de nucledtidos se consigue mediante procedimientos
recombinantes bien conocidos en la técnica, por ejemplo, usando metodologia PCR, por ligado en sitios de
restriccion adecuados o por apareamiento. Pueden usarse conectores o adaptadores de oligonucle6tidos sintéticos
de acuerdo con la practica convencional si no existen sitios de restriccién adecuados.

La actividad "no candnica" tal como se usa en la presente memoria, se refiere en general a i) una nueva actividad
biolégica de no aminoacilaciéon que posee el polipéptido de HRS de la presente descripcion que no posee en un
grado significativo la proteina parental de longitud completa natural intacta, o ii) una actividad que poseia la proteina
parental de longitud completa natural intacta, donde el polipéptido de HRS muestra a) una actividad especifica
significativamente superior (por ejemplo, al menos el 20% superior) con respecto a la actividad no candnica en
comparacion con la proteina parental de longitud completa natural intacta, o b) muestra la actividad en un nuevo
contexto; por ejemplo aislando la actividad de otras actividades que posee la proteina parental de longitud completa
natural intacta, o en el contexto de un entorno extracelular, en comparaciéon con el compartimento intracelular
citoplasmico clasico.

Un "promotor" es una region reguladora de ADN capaz de unirse a ARN polimerasa en una célula y de iniciar la
transcripcion de una secuencia codificante en sentido descendente (direccion 3'). Tal como se usa en la presente
memoria, la secuencia de promotores esta unida en su extremo 3' por el sitio de inicio de transcripcion y se extiende
en sentido ascendente (direccién 5" para incluir el nimero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la
transcripcién en niveles detectables por encima del valor fundamental. Un sitio de inicio de transcripcion (definido
convenientemente por cartografia con nucleasa S1) puede encontrarse en una secuencia de promotores, asi como
dominios de union a proteinas (secuencias de consenso) responsables de la unién de la ARN polimerasa. Los
promotores eucariotas pueden contener a menudo, pero no siempre, cajas "TATA" y cajas "CAT". Los promotores
procariotas contienen secuencias de Shine-Dalgarno ademas de las secuencias de consenso -10 y -35.

En la técnica se conoce bien un gran nimero de promotores, que incluyen promotores constitutivos, inducibles y
compresibles, a partir de una diversidad de fuentes diferentes. Las fuentes representativas incluyen por ejemplo,
promotores de tipo virico, de mamiferos, de insectos, de plantas, de levaduras y bacteriano), y los promotores
adecuados a partir de estas fuentes son faciles de obtener, o pueden prepararse sintéticamente, basandose en
secuencias disponibles publicamente online o, por ejemplo, de repositorios tales como ATCC asi como otras fuentes
comerciales o individuales. Los promotores pueden ser unidireccionales (es decir, inician la transcripcion en una
direccion) o bidireccional (es decir, inician la transcripcion en la direccién 3' 0 5'). Los ejemplos no limitativos de
promotores incluyen, por ejemplo, el sistema de expresion bacteriana T7, el sistema de expresion bacteriana pBAD
(araA), el promotor de citomegalovirus (CMV), el promotor SV40, el promotor RSV. Los promotores inducibles
incluyen el sistema Tet, (patentes de EE.UU. 5.464.758 y 5.814.618), el sistema inducible Ecdysone (No y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. (1996) 93 (8): 3346-3351; el sistema T-REx™ (Invitrogen Carlsbad, CA), LacSwitch® (Stratagene,
(San Diego, CA) y el sistema de recombinasa inducible por tamoxifeno Cre-ER' (Indra 'y col. Nuc. Acid. Res. (1999)
27 (22): 4324-4327; Nuc. Acid. Res. (2000) 28 (23): e99; la patente de EE.UU. n® 7.112.715; y Kramer &
Fussenegger, Methods Mol. Biol. (2005) 308: 123-144) o cualquier promotor conocido en la técnica adecuado para
expresion en las células deseadas.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, la "pureza" de cualquier agente suministrado (por ejemplo,
polipéptido de HRS) en una composicidon puede definirse especificamente. Por ejemplo, algunas composiciones
pueden comprender un agente que tiene al menos el 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 6 100% de pureza,
lo que incluye todos los decimales intermedios, tal como se mide, por ejemplo y sin que indique limitacion, por
cromatografia liquida a alta presiéon (HPLC), una forma bien conocida de cromatografia de columna usada
frecuentemente en bioquimica y quimica analitica para separar, identificar y cuantificar compuestos.

Los términos "polipéptido" y "proteina" se usan indistintamente en la presente memoria para referirse a un
polimero de residuos de aminoacidos y a las variantes y analogos sintéticos del mismo. Asi, estos términos se
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aplican a polimeros de aminoéacidos en los que uno o mas residuos de aminoacidos son aminoacidos sintéticos de
origen no natural, tales como un analogo quimico de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi como
polimeros de aminoéacidos de origen natural.

El término "prondstico” se usa en la presente memoria para referirse a la prediccion de la probabilidad de sintomas
de la enfermedad, que incluye, por ejemplo, la recurrencia, el brote y la resistencia a farmacos, de una enfermedad.
El término "prediccion” se usa en la presente memoria para referirse a la probabilidad de que un sujeto o paciente
responda favorable o desfavorablemente a un farmaco o conjunto de farmacos, por ejemplo, polipéptidos de HRS, u
otros agentes. En una realizacion de la presente descripcién, la prediccion se refiere a la magnitud de estas
respuestas. En una realizacion de la presente descripcion, la prediccién se refiere a si y/o a la probabilidad de que
un paciente sobreviva o mejore después del tratamiento, por ejemplo el tratamiento con un agente terapéutico en
particular, y durante un cierto periodo de tiempo sin recurrencia de la enfermedad. Los procedimientos predictivos de
la presente descripcion pueden usarse clinicamente para tomar decisiones de tratamiento eligiendo las modalidades
terapéuticas mas apropiadas para cualquier paciente en particular. Los procedimientos predictivos de la presente
descripcion son herramientas valiosas para predecir si es probable que un paciente responda favorablemente a un
régimen de tratamiento, tal como un régimen terapéutico dado, que incluye por ejemplo, la administracion de un
agente o combinacién terapéuticos, una intervencién quirlrgica, un tratamiento con esteroides, etc., o0 si es probable
la supervivencia a largo plazo del paciente, después de un régimen terapéutico.

Una "subpoblacion de pacientes”, o alternativamente "subpoblacién de sujetos" y las variaciones gramaticales
de los mismos, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un subconjunto de pacientes caracterizado
como poseedor de una o mas caracteristicas mensurables y/o identificables distintivas que distinguen al subconjunto
de pacientes o sujetos de otros en la categoria extensa de enfermedad a la que pertenece. Dichas caracteristicas
incluyen subcategorias de enfermedad, género, estilo de vida, antecedentes sanitarios, 6rganos/tejidos afectados,
historia de tratamientos, etc. En una realizacion de la presente descripcién, una subpoblacién de pacientes o sujetos
se caracteriza por los niveles de autoanticuerpos.

La "respuesta del paciente” o alternativamente "respuesta del sujeto" puede evaluarse mediante cualquier
criterio de valoracion que indique un beneficio para el paciente, o que incluye, sin limitacién, (1) la inhibicion, en
cierta medida, del avance de la enfermedad, lo que incluye la ralentizacion y la interrupcién por completo; (2) la
reduccion en el numero de episodios y/o sintomas de la enfermedad; (3) la reduccion en el tamafio de la lesion; (4)
la inhibicién (es decir, reduccion, ralentizacion o interrupcion por completo) del infiltrado de células de la enfermedad
en érganos Yy/o tejidos periféricos adyacentes; (5) la inhibicién (es decir, reduccion, ralentizacién o interrupcién por
completo) de la difusion de la enfermedad; (6) la disminucién de la respuesta autoinmunitaria, que puede, aunque no
necesariamente, producir la regresion o ablacion de la lesion de la enfermedad; (7) el alivio, en cierta medida, de uno
0 mas sintomas asociados con el trastorno; (8) el aumento en la duracién de la presentacién sin enfermedad
después del tratamiento; y/o (9) la disminucién de la mortalidad en un instante de tiempo dado después del
tratamiento.

El término "especifico" es aplicable a una situacién en la que un miembro de un par de unién especifico no
mostrara ninguna union significativa a moléculas distintas de sus contrapartes de unién especificas. El término es
aplicable también cuando por ejemplo, un dominio de unién a antigeno es especifico de un epitopo en particular que
es llevado por una serie de antigenos, en cuyo caso el miembro de unién especifica que lleva el dominio de unién a
antigeno podra unirse a los diversos antigenos que llevan el epitopo.

Por "estadisticamente significativo” se entiende que era improbable que el resultado se produjera por casualidad.
La significacion estadistica puede determinarse mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica. Las
medidas de significacion usadas cominmente incluyen el valor p, que es la frecuencia o probabilidad con que
sucederia el episodio observado, si la hipétesis nula fuera cierta. Si el valor p obtenido es inferior al nivel de
significacion, entonces la hipotesis nula se rechaza. En casos sencillos, el nivel de significacion se define en un valor
p de 0,05 o0 menos.

El término "solubilidad" se refiere a la propiedad de un agente de bloqueo de anticuerpos proporcionado en la
presente memoria de disolverse en un disolvente liquido y formar una solucién homogénea. La solubilidad se
expresa normalmente en forma de concentracion, ya sea 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, fraccién molar u otras
descripciones de concentracion similares. La cantidad de equilibrio maxima de soluto que puede disolverse por
cantidad de disolvente es la solubilidad de ese soluto en ese disolvente en condiciones especificas, que incluyen
temperatura, presion, pH y la naturaleza del disolvente. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la
solubilidad se mide a pH fisiologico, u otro pH, por ejemplo, a pH 5,0, pH 6,0, pH 7,0 o pH 7,4. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, la solubilidad se mide en agua o un tampdn fisiolégico tal como PBS o NaCl
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(con o sin NaP). En realizaciones especificas de la presente descripcion, la solubilidad se mide a un pH
relativamente inferior pH (por ejemplo, pH 6,0) y sal relativamente superior (por ejemplo, NaCl 500 mM y NaP 10
mM). En algunas realizaciones de la presente descripcion, la solubilidad se mide en un fluido biologico (disolvente)
tal como sangre o suero. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la temperatura puede ser
aproximadamente la temperatura ambiente (por ejemplo, aproximadamente 20, 21, 22, 23, 24, 25°C) o desde
aproximadamente la temperatura corporal (37°C). En algunas realizaciones de la presente descripcion, un
polipéptido de HRS 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, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100 mg/ml a temperatura
ambiente o0 a 37°C.

Un "sujeto”, tal como se usa en la presente memoria, incluye cualquier animal que muestra un sintoma, o esta en
riesgo de mostrar un sintoma, que puede ser tratado o diagnosticado con un polipéptido de HRS, o un agente de
bloqueo de anticuerpos descrito en la presente memoria. Los sujetos (pacientes) adecuados incluyen animales de
laboratorio (tales como ratén, rata, conejo o cobaya), animales de granja y animales domésticos 0 mascotas (tales
como un gato o perro). Se incluyen primates no humanos y, preferentemente, pacientes humanos.

"Sustancialmente" o "esencialmente" significa casi total o completamente, por ejemplo, el 95% o mas de una
cierta cantidad dada.

"Respuesta terapéutica" se refiere una mejoria de los sintomas (sostenida o no) basada en la administracion de la
respuesta terapéutica (con tolerancia inducida o no).

El término "tolerancia" se refiere a una capacidad de respuesta reducida especifica y sostenida (por ejemplo, un
mes 0 mas) del sistema inmunitario a un antigeno (por ejemplo, autoantigeno) en el ajuste de un sistema inmunitario
por lo demas sustancialmente normal. La tolerancia es distinta de la inmunosupresion generalizada en el sentido de
que se reduce la totalidad, o la totalidad de una clase tal como las respuestas inmunitarias mediadas por linfocitos B
de las respuestas inmunitarias. "Tolerizacion" se refiere a un proceso que conduce al estado de tolerancia.

Tal como se usa en la presente memoria, los términos "cantidad terapéuticamente efectiva”, "dosis terapéutica”,
"cantidad profilacticamente efectiva" o "cantidad efectiva en términos diagnésticos" es la cantidad del
farmaco, por ejemplo, polipéptido de HRS o anticuerpo, necesaria para desencadenar la respuesta biolégica
deseada después de la administracion. De forma similar el término "terapia con polipéptido de HRS" se refiere a una
terapia que mantiene la concentracién media en estado estacionario de un polipéptido de HRS en el plasma del
paciente por encima del nivel terapéutico efectivo minimo.

"Tratamiento" o "tratar”, tal como se usa en la presente memoria, incluye cualquier efecto deseable en los
sintomas o la patologia de una enfermedad o afeccién, y puede incluir incluso cambios 0 mejorias minimos en uno o
mas marcadores mensurables de la enfermedad o afeccibn que se trata. "Tratamiento" o "tratar" no indica
necesariamente la erradicacién o curacién completa de la enfermedad o afeccién, o de los sintomas asociados de
las mismas. El sujeto que recibe este tratamiento es cualquier sujeto necesitado del mismo. Los marcadores de
ejemplo de la mejoria clinica seran evidentes para los expertos en la materia.

El término "vacuna", tal como se usa en la presente memoria, se refiere en sentido extenso a cualquier compaosicion
que puede administrarse a un animal para desencadenar una respuesta inmunitaria protectora a la vacuna o el
antigeno coadministrado. Los términos "proteger”, "respuesta inmunitaria protectora" o "inmunidad protectora", tal
como se usan en la presente memoria describen el desarrollo de anticuerpos o sistemas celulares que reconocen
especificamente el antigeno de la vacuna.

Los términos "vector", "vector de clonacion" y "vector de expresion" se refieren al vehiculo por el que una
secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) puede introducirse en una célula hospedadora de manera
gue transforme al hospedador y promueva la expresion (por ejemplo, transcripcion y traduccién) de la secuencia
introducida. Los vectores pueden incluir plasmidos, fagos, virus, etc. y se exponen en mayor detalle mas adelante.

Salvo que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende normalmente un experto en la materia al que pertenece la presente descripcion.

Visién general
La presente descripcién se refiere al desarrollo de composiciones terapéuticas, diagnosticos y procedimientos

mejorados para tratar enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias, y en algunos aspectos de la presente
descripcion al tratamiento de miopatias inflamatorias, y enfermedades y trastornos relacionados, que incluye
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enfermedades pulmonares asociadas con el desarrollo de autoanticuerpos a la histidil-tRNA sintetasa, proteinas
relacionadas y otros anticuerpos.

La presente descripcion incluye también el desarrollo de composiciones terapéuticas, diagndsticos y procedimientos
mejorados para tratar enfermedades que tienen un componente inflamatorio secundario, que por otra parte agrava,
perpetda o impulsa el avance de la enfermedad, y que puede estar causado por una lesiéon o defecto genético no
relacionado.

En algunos aspectos de la presente descripcion, dichos tratamientos proporcionan una eficacia mejorada con
respecto a los procedimientos de tratamiento existentes, y muestran un perfil de efectos secundarios mejorados
significativamente.

"Inflamacion” se refiere en general a la respuesta biolégica de los tejidos a estimulos perjudiciales, tales como
patégenos, células dafiadas (por ejemplo, heridas) e irritantes. El término "respuesta inflamatoria” se refiere a los
mecanismos especificos por los que se consigue y se regula la inflamacion, lo que incluye, simplemente a modo de
ilustracion, activacion o migracion de células inmunitarias, produccién de citocinas, vasodilatacién, que incluye
liberacion de cinina, fibrindlisis y coagulacién, entre otros tal como se describe en la presente memoria y se conoce
en la técnica.

Los signos clinicos de inflamacion cronica dependen de la duraciéon de la dolencia, las lesiones inflamatorias, la
causa y la zona anatomica afectada (véase, por ejemplo, Kumar y col., Robbins Basic Pathology-82 ed., 2009
Elsevier, Londres; Miller, LM, Pathology Lecture Notes, Atlantic Veterinary College, Charlottetown, PEI, Canada). La
inflamacién crénica esta asociada con diversos estados patoldgicos o enfermedades, que incluyen, por ejemplo,
autoinmunidad, alergias, enfermedad de Alzheimer, anemia, estenosis de la valvula adrtica, artritis tal como artritis
reumatoide y artrosis, cancer, insuficiencia cardiaca congestiva, fibromialgia, fibrosis, ataque al corazén, insuficiencia
renal, lupus, pancreatitis, accidente cerebrovascular, complicaciones quirirgicas, enfermedad inflamatoria pulmonar,
enfermedad inflamatoria intestinal, ateroesclerosis, trastornos neurolégicos, diabetes, trastornos metabdlicos,
obesidad, y psoriasis, entre otros descritos en la presente memoria y conocidos en la técnica. Por consiguiente, los
polipéptidos de HRS pueden usarse para tratar o abordar la inflamacion crénica, modular cualquiera de entre una o
mas de las respuestas inflamatorias crénicas individuales, o tratar una cualquiera o mas de las enfermedades o
afecciones asociadas con inflamacién aguda o crénica.

Los criterios para evaluar los signos y sintomas de las afecciones inflamatorias y otras, que se incluyen con fines de
establecer el diagnoéstico diferencial y también de monitorizar tratamientos tales como la determinacion de si se ha
administrado una dosis terapéuticamente efectiva en el curso del tratamiento, por ejemplo, determinando la mejoria
de acuerdo con criterios clinicos aceptados, seran evidente para los expertos en la materia y se ilustran mediante las
ensefianzas, por ejemplo, de Berkow y col., ed., The Merck Manual, 162 edicién, Merck and Co., Rahway, N.J., 1992;
Goodman vy col., ed., Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 102 edicion, Pergamon
Press, Inc., Elmsford, N.Y., (2001); Avery's Drug Treatment: Principles and Practice of Clinical Pharmacology and
Therapeutics, 32 edicion, ADIS Press, Ltd., Williams y Wilkins, Baltimore, MD. (1987); Ebadi, Pharmacology, Little,
Brown and Co., Boston, (1985); Osolci y col., ed., Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, Mack
Publishing Co., Easton, PA (1990); Katzung, Basic and Clinical Pharmacology, Appleton and Lange, Norwalk, CT
(1992).

Por consiguiente, algunos aspectos de la presente descripcién incluyen procedimientos para reducir la inflamacion
de los tejidos, que comprenden la administraciéon a un sujeto necesitado del mismo de una composicién que
comprende uno o mas de entre a) un polipéptido de HRS, b) un acido nucleico recombinante que codifica un
polipéptido de HRS heterdlogo, o c¢) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al
menos un polipéptido de HRS heter6logo. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tejido se
selecciona de entre misculo, pulmén y piel.

Algunos aspectos de la presente descripcion incluyen procedimientos para reducir la inflamacion muscular o
pulmonar asociada con una enfermedad autoinmunitaria que comprende la administracion a un sujeto necesitado del
mismo de una composicion que comprende uno o mas de entre a) un polipéptido de HRS, b) un acido nucleico
recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterdlogo, o c) una célula hospedadora recombinante; donde la
célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo.

Se incluyen también procedimientos de tratamiento de una enfermedad asociada con un autoanticuerpo que
comprende la administracién a un sujeto necesitado del mismo de una composicién terapéutica que comprende uno
0 mas de entre a) un polipéptido de HRS, b) un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS
heterdlogo, c) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido
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de HRS heter6logo, o d) un anticuerpo o proteina de unién especifica al autoanticuerpo; donde el polipéptido de
HRS comprende al menos un epitopo reconocido especificamente por el autoanticuerpo.

Algunos aspectos de la presente descripcién incluyen procedimientos de inducir tolerancia a un antigeno de histidil-
tRNA sintetasa (HisRS), comprendiendo dicho procedimiento la administraciéon a un sujeto de una composicion que
comprende uno o mas de entre a) un polipéptido de HRS, b) un acido nucleico recombinante que codifica un
polipéptido de HRS heterdlogo, o c) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al
menos un polipéptido de HRS heterdlogo; donde el polipéptido de HRS comprende al menos un epitopo reconocido
especificamente por el autoanticuerpo, y donde la administracion de la composicion provoca tolerizacion al
autoantigeno.

Algunos aspectos de la presente descripciéon incluyen procedimientos para reducir o eliminar un conjunto o
subconjunto de linfocitos T implicados en una respuesta autoinmunitaria a un autoantigeno de histidil-tRNA sintetasa
(HisRS), comprendiendo el procedimiento la administracion a un sujeto de una composiciéon que comprende uno o
mas de entre a) un polipéptido de HRS, b) un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS
heterdlogo, o c¢) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al menos un
polipéptido de HRS heterdlogo; donde el polipéptido de HRS comprende al menos un epitopo reconocido
especificamente por el autoanticuerpo, y donde la administraciéon de la composicién provoca delecién clonal de
linfocitos T autorreactivos.

Se incluyen también procedimientos para induccién de anergia en linfocitos T implicados en una respuesta
autoinmunitaria a un autoantigeno de histidil-tRNA sintetasa (HisRS), comprendiendo el procedimiento la
administracion a un sujeto de una composicion que comprende uno o mas de entre a) un polipéptido de HRS, b) un
acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterélogo, o ¢) una célula hospedadora
recombinante, donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo; donde el
polipéptido de HRS comprende al menos un epitopo reconocido especificamente por el autoanticuerpo, y donde la
administracion de la composicién provoca inactivacion funcional de los linfocitos T implicados en la respuesta
autoinmunitaria. Algunas de estas realizaciones y otras relacionadas de la presente descripcion incluyen
procedimientos para reducir la presencia o los niveles de "linfocitos T activados por autoantigenos" de histidil-tRNA
sintetasa y/o "linfocitos B activados por autoantigenos” de histidil-tRNA sintetasa.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, el sujeto que tiene una enfermedad asociada con un
autoanticuerpo tiene una predisposicion genética a enfermedades o trastornos autoinmunitarios. Por ejemplo, en
algunas realizaciones de la presente descripcion, el sujeto tiene un alotipo de MHC de clase Il tal como HLA DR2,
HLA DR3, HLA DR4, mutaciones en la proteina tirosina fosfatasa, no receptor tipo 22 (PTPN22), y desregulacion de
vias tales como los receptores de reconocimiento de patégenos del sistema inmunitario innato y la familia de
supergenes TNF (véase, por ejemplo, Rai y Wakeland, Semin. Immunology. 23:67-83, 2011), cada uno de los cuales
se ha correlacionado con ciertos trastornos autoinmunitarios.

Algunos aspectos de la presente descripcion incluyen terapias de sustitucion para tratar una enfermedad asociada
con una insuficiencia de histidil-tRNA sintetasa, que comprende la administracién a un sujeto necesitado de las
mismas de una composicion terapéutica que comprende uno o mas de entre a) un polipéptido de HRS, b) un acido
nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterélogo, c) una célula hospedadora recombinante,
donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo, o d) un anticuerpo o proteina de
union especifica al autoanticuerpo; donde el polipéptido de HRS compensa funcionalmente la insuficiencia a la
histidil-tRNA sintetasa.

En algunas terapias de sustitucion, la insuficiencia a la histidil-tRNA sintetasa es originada por la presencia de
anticuerpos anti-Jo-1. En algunos aspectos de la presente descripcion de esta terapia de sustitucion, la insuficiencia
a la histidil-tRNA sintetasa es originada por mutaciones en una histidil-tRNA sintetasa endégena que modula la
actividad, la expresion o la distribucion celular de la histidil-tRNA sintetasa endogena. En algunos aspectos de la
presente descripcion la insuficiencia a la histidil-tRNA sintetasa se asocia con el sindrome de Perrault o el sindrome
de Usher. En algunos aspectos de la presente descripcion, la insuficiencia a la histidil-tRNA sintetasa se asocia con
la produccion local insuficiente de histidil-tRNA sintetasa en un tejido o en el lugar de la lesion o inflamacién. En
algunos aspectos de la presente descripcion, la insuficiencia a la histidil-tRNA sintetasa se asocia con una o mas de
entre rabdomidlisis, caquexia y/o lesién muscular.

El término "tolerancia”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a la reduccién sostenida o la ausencia de
una respuesta inmunitaria a un antigeno especifico en un mamifero, en particular un ser humano. La tolerancia es
distinta de la inmunosupresién generalizada, en el sentido de que todas o todas de entre una clase especifica de
células inmunitarias, tales como las respuestas inmunitarias mediadas por linfocitos B, de una respuesta inmunitaria
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estan disminuidas, o eliminadas. El desarrollo de tolerancia puede vigilarse rutinariamente por la ausencia, o una
disminucion, en la concentracién entre anticuerpos y polipéptidos de HRS en el suero del sujeto hospedador
después de la administracion, en dosis Unicas o sucesivas del polipéptido de HRS de tratamiento. El desarrollo de
tolerancia sera suficiente normalmente para reducir los sintomas de la enfermedad autoinmunitaria en el paciente,
por ejemplo un paciente puede mejorar suficientemente de manera que mantenga actividades normales en
ausencia, o en presencia de cantidades reducidas, de inmunosupresores generales, por ejemplo, corticoesteroides.

En cualquiera de estos procedimientos o composiciones, la tolerancia sera normalmente sostenida, lo que significa
que tendra una duracion de aproximadamente un mes, aproximadamente dos meses, aproximadamente tres meses,
aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses o desde aproximadamente 6 meses o mas. La tolerancia
puede producir anergia de linfocitos B o anergia de linfocitos T selectiva 0 ambas.

En cualquiera de estos procedimientos, tratamientos y composiciones terapéuticas, el término "una enfermedad
asociada con autoanticuerpos especificos para histidil-tRNA sintetasa" se refiere a cualquier enfermedad o trastorno
en el que se detectan anticuerpos para la histidil-tRNA sintetasa, o son detectables, con independencia de si se
detectan también otros autoanticuerpos, 0 se piensa que desempefian un papel en el avance o causa de la
enfermedad. Los procedimientos para detectar anticuerpos en muestras de pacientes pueden realizarse mediante
cualquier procedimiento estandar que incluye por ejemplo, RIA, ELISA, inmunoprecipitacién, tincién de tejidos o
células (incluidas células transfectadas), miocromatrices de antigenos, analisis por espectroscopia de masas,
ensayos de neutralizaciéon especifica o uno de entre otros distintos procedimientos conocidos en la técnica para
identificar la especificidad a antigenos deseada. En algunos aspectos de la presente descripcién, la especificidad de
anticuerpos puede caracterizarse ademas por la determinacion de la capacidad de los anticuerpos para unirse
selectivamente a diferentes variantes de splicing y formas truncadas o proteoliticas de histidil-tRNA sintetasa. Un
anticuerpo humano relativamente bien conocido para histidil-tRNA sintetasa incluye por ejemplo los anticuerpos a
Jo-1.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende un epitopo de la histidil-tRNA
sintetasa que experimenta una reaccion cruzada especificamente con un autoanticuerpo asociado a una enfermedad
para histidil-tRNA sintetasa. En algunas realizaciones de la presente descripcion de cualquiera de los procedimientos
y composiciones descritos, el polipéptido de HRS comprende un epitopo de la histidil-tRNA sintetasa que
experimenta una reaccién cruzada especificamente con un linfocito T autorreactivo asociado a una enfermedad para
histidil-tRNA sintetasa. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende un
epitopo que experimenta una reaccion cruzada especificamente con un autoanticuerpo asociado a una enfermedad
para otra tRNA sintetasa, o con un autoanticuerpo no de tRNA sintetasa.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende un epitopo inmunodominante
que es reconocido especificamente por la mayoria de los anticuerpos de los sueros de un paciente con una
enfermedad asociada con autoanticuerpos para histidil-tRNA sintetasa. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS comprende un epitopo inmunodominante que es reconocido especificamente por
la mayoria de los linfocitos T autorreactivos de los sueros de un paciente con una enfermedad asociada con
autoanticuerpos para histidil-tRNA sintetasa.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el epitopo esta comprendido en el dominio WHEP del
polipéptido de HRS (aproximadamente los aminoacidos 1-43 de la SEQ ID NO: 1); el dominio de aminoacilacion
(aproximadamente los aminoacidos 54-398 de la SEQ ID NO: 1); o el dominio de unién a anticodones
(aproximadamente los aminoacidos 406-501 de la SEQ ID NO: 1) o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS no comprende un epitopo que
experimenta una reaccién cruzada especificamente con un autoanticuerpo asociado a una enfermedad para histidil-
tRNA sintetasa. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS no compite
significativamente por autoanticuerpos asociados a la enfermedad que se unen a histidil-tRNA sintetasa en un
ensayo ELISA competitivo hasta una concentracion de aproximadamente 1 x 107" M. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, el polipéptido de HRS no compite significativamente por autoanticuerpos asociados a la
enfermedad que se unen a histidil-tRNA sintetasa en un ensayo ELISA competitivo hasta una concentraciéon de
aproximadamente 5 x 107 M. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS no compite
significativamente por autoanticuerpos asociados a la enfermedad que se unen a histidil-tRNA sintetasa en un
ensayo ELISA competitivo hasta una concentracion de aproximadamente 1 x 10° M.

Por consiguiente en algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una menor

afinidad por un autoanticuerpo asociado a una enfermedad que la histidil-tRNA sintetasa de tipo no mutado (SEQ ID
NO: 1) segun se mide en un ensayo ELISA competitivo. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
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polipéptido de HRS tiene una afinidad aparente por el autoanticuerpo asociado a la enfermedad que es al menos
aproximadamente 10 veces menor, 0 al menos aproximadamente 20 veces menor, o al menos aproximadamente 50
veces menor, o al menos aproximadamente 100 veces menor que la afinidad del autoanticuerpo asociado a la
enfermedad para la forma humana no mutada (SEQ ID NO: 1). En algunos aspectos de la presente descripcion, el
autoanticuerpo para histidil-tRNA sintetasa se dirige al antigeno Jo-1.

Los ejemplos de enfermedades asociadas con autoanticuerpos especificos para histidil-tRNA sintetasa (asi como
enfermedades asociadas con una insuficiencia de histidil-tRNA sintetasa) incluyen sin limitacion enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias, y miopatias inflamatorias, lo que incluye miopatias inflamatorias,
polimiositis, miopatias inducidas por estatinas, dermatomiositis, enfermedad pulmonar intersticial (y otras afecciones
fibréticas pulmonares) y trastornos relacionados, tales como solapamiento de polimiositis-esclerodermia y miositis de
cuerpos de inclusién (MCI) y afecciones tales como las encontradas en los sindromes anti-sintetasa, que incluyen
por ejemplo, enfermedad pulmonar intersticial, artritis, dismotilidad esofagica, enfermedades cardiovasculares y otras
manifestaciones vasculares tales como fendmeno de Raynaud; otros ejemplos de enfermedades asociadas con una
insuficiencia de histidil-tRNA sintetasa incluyen trastornos genéticos que producen una insuficiencia de histidil-tRNA
sintetasa activa que incluye el sindrome de Usher y el sindrome de Perrault. Los ejemplos adicionales de
enfermedades de insuficiencia a la histidil-tRNA sintetasa incluyen enfermedades y trastornos inflamatorios
asociados con produccion local insuficiente de histidil-tRNA sintetasa en un tejido, o en el sitio de la lesion o
inflamacién. En algunos aspectos de la presente descripcion la insuficiencia a la histidil-tRNA sintetasa se asocia con
una o mas de entre rabdomidlisis, caquexia y/o lesion muscular.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, al bloquear la unioén, accién, o produccién de anticuerpos anti-
histidil-tRNA sintetasa, las composiciones y procedimientos descritos en la presente memoria tienen utilidad para
tratar una amplia diversidad de enfermedades y trastornos autoinmunitarios inflamatorios asociados con anticuerpos
anti-histidil-tRNA sintetasa, otros autoanticuerpos, asi como enfermedades asociadas con insuficiencia a la histidil-
tRNA sintetasa.

Ademas la administracion de polipéptidos de HRS de la presente descripcion, al restaurar la concentracion de
histidil-tRNA sintetasa (en ausencia de anticuerpos anti-histidil-tRNA sintetasa) puede modular respuestas
inflamatorias locales que son efectivas tanto en el tratamiento de una amplia diversidad de enfermedades y
trastornos inflamatorios, asi como enfermedades en que la inflamacion es secundaria a la enfermedad primaria,
como sucede, por ejemplo, con las distrofias musculares.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos de tratamiento de una miositis que
comprenden la administraciéon a un sujeto necesitado del mismo de una composicion que comprende uno o mas de
entre i) un polipéptido de HRS, ii) un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterélogo, o
iii) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS
heterdlogo. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la miositis es polimiositis. En algunas realizaciones
de la presente descripcion, la miositis es dermatomiositis.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos de tratamiento de miositis de cuerpos de
inclusién (MCI) que comprenden la administracion a un sujeto necesitado del mismo de una composicion que
comprende uno o mas de entre i) un polipéptido de HRS, ii) un acido nucleico recombinante que codifica un
polipéptido de HRS heterdlogo, o iii) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al
menos un polipéptido de HRS heterologo.

Se incluyen también procedimientos de tratamiento de miositis juvenil que comprenden la administracion a un sujeto
necesitado del mismo de una composicion que comprende uno o mas de entre i) un polipéptido de HRS, ii) un acido
nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterélogo, o iii) una célula hospedadora recombinante;
donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterdlogo.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos de tratamiento de una miopatia inducida
por estatinas que comprenden la administracion a un sujeto necesitado del mismo de una composicion que
comprende uno o mas de entre i) un polipéptido de HRS, ii) un acido nucleico recombinante que codifica un
polipéptido de HRS heterologo, o iii) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al
menos un polipéptido de HRS heterélogo. En algunas realizaciones de la presente descripcién, la estatina es
cerivastatina.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos de tratamiento de una enfermedad

pulmonar intersticial (EPI) que comprenden la administracion a un sujeto necesitado del mismo de una composicion
que comprende uno o0 mas de entre i) un polipéptido de HRS, ii) un acido nucleico recombinante que codifica un

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2652 136 T3

polipéptido de HRS heterdlogo, o iii) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al
menos un polipéptido de HRS heterélogo.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos de tratamiento de sindrome de Usher que
comprenden la administracién a un sujeto necesitado del mismo de una composicion que comprende uno o0 mas de
entre i) un polipéptido de HRS, ii) un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterélogo, o
iii) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS
heterélogo. Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos de tratamiento de sindrome de
Usher de tipo 1. Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen procedimientos de tratamiento de
sindrome de Usher de tipo 2. Algunas realizaciones de la presente descripcién incluyen procedimientos de
tratamiento de sindrome de Usher de tipo 3.

Algunas realizaciones de la presente descripcién incluyen procedimientos de tratamiento de sindrome de Perrault
(SP) que comprenden la administracién a un sujeto necesitado del mismo de una composicién que comprende uno o
mas de entre i) un polipéptido de HRS, ii) un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS
heterdlogo, o iii) una célula hospedadora recombinante; donde la célula hospedadora expresa al menos un
polipéptido de HRS heterdlogo.

Se incluyen también procedimientos de tratamiento de una distrofia muscular que comprenden la administracion a un
sujeto necesitado del mismo de una composicién que comprende uno o mas de entre i) un polipéptido de HRS, ii) un
acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterdlogo, o iii) una célula hospedadora
recombinante; donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo. En algunos
aspectos de la presente descripcion, la distrofia muscular se selecciona de entre distrofia muscular de Duchenne,
distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Emery-Dreifuss, distrofia muscular de cinturas y miembros,
distrofia muscular facioescapulohumeral, distrofia mioténica, distrofia muscular oculofaringea, distrofia muscular
distal y distrofia muscular congénita.

Se incluyen también procedimientos de tratamiento de caquexia que comprenden la administracion a un sujeto
necesitado del mismo de una composiciéon que comprende uno o mas de entre i) un polipéptido de HRS, ii) un acido
nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterélogo, o iii) una célula hospedadora recombinante;
donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo.

Se incluyen también procedimientos de tratamiento de rabdomidlisis que comprenden la administracién a un sujeto
necesitado del mismo de una composicién que comprende uno o mas de entre i) un polipéptido de HRS, ii) un &cido
nucleico recombinante que codifica un polipéptido de HRS heterdlogo, o iii) una célula hospedadora recombinante;
donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterélogo.

A continuacioén se describen en mayor detalle algunos trastornos inflamatorios o autoinmunitarios de ejemplos.

La polimiositis afecta a los musculos esqueléticos (implicados en la realizacion de movimientos) en los dos lados
del cuerpo. Rara vez se observa en personas de menos de 18 afios; la mayoria de los casos se presentan en
personas de entre 31 y 60 afios. Ademas de los sintomas enumerados anteriormente, la debilidad muscular
progresiva provoca dificultad de deglutir, hablar, levantarse desde una posiciéon sentada, subir escaleras, levantar
objetos o alcanzar objetos por encima de la cabeza. Las personas con polimiositis también pueden experimentar
artritis, disnea y arritmias cardiacas.

La dermatomiositis se caracteriza por un exantema en la piel que precede o acompafa a una debilidad muscular
progresiva. El exantema aparece en manchas dispersas, con decoloraciones de color morado o rojo, y se desarrolla
de forma caracteristica en los parpados y en los misculos usados para extender y enderezar las articulaciones, que
incluyen los nudillos, los codos, las rodillas y los dedos de los pies. También pueden aparecer exantemas rojos en la
cara, el cuello, los hombros, el térax superior, la espalda y otros lugares, y puede existir tumefaccion en las zonas
afectadas. El exantema aparece a veces sin afectacién muscular evidente. Los adultos con dermatomiositis pueden
experimentar pérdida de peso o fiebre baja, tener inflamacién pulmonar y ser sensibles a la luz. La dermatomiositis
adulta, a diferencia de la polimiositis, puede acomparfar a tumores de la mama, el pulmoén, los genitales femeninos o
el intestino. Los nifios y adultos con dermatomiositis pueden desarrollar depdsitos de calcio, que aparecen a modo
de bultos duros bajo la piel o en el musculo (denominados calcinosis). Muy a menudo la calcinosis aparece entre 1y
3 afios después del inicio de la enfermedad pero puede producirse muchos afios mas tarde. Estos depésitos se
observan mas a menudo en la dermatomiositis infantil que en la dermatomiositis que empieza en la edad adulta. La
dermatomiositis puede asociarse con enfermedades autoinmunitarias o vasculares del colageno.

En algunos casos de polimiositis y dermatomiositis, a medida que progresa la enfermedad pueden verse afectados
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los musculos distales (lejos del tronco del cuerpo, tales como los de los antebrazos o los que rodean a los tobillos y
las mufiecas). La polimiositis y la dermatomiositis pueden estar asociadas con enfermedades autoinmunitarias o
vasculares del colageno. La polimiositis puede estar asociada también con trastornos infecciosos.

La miositis de cuerpos de inclusion (MCI) se caracteriza por agotamiento y debilidad muscular progresivos. El
inicio de la debilidad muscular suele ser gradual (en el curso de meses o0 afios) y afecta a los misculos proximales y
distales. La debilidad muscular puede afectar s6lo a un lado del cuerpo. A veces se observan pequefios orificios
llamados vacuolas en las células de las fibras musculares afectadas. Las caidas y los tropiezos suelen ser los
primeros sintomas que se observan de MCI. En algunas personas el trastorno comienza con debilidad en las
mufiecas y los dedos de la mano que provoca dificultades para hacer el movimiento de pinza, pulsar botones y
agarrar objetos. Puede existir debilidad de los muisculos de las mufiecas y los dedos y atrofia (adelgazamiento o
pérdida de masa muscular) de los muasculos de los antebrazos y los cuadriceps de las piernas. La dificultad para la
deglucién aparece aproximadamente en la mitad de los casos de MCI. Los sintomas de la enfermedad empiezan
normalmente después de los 50 afios de edad, aunque la enfermedad puede aparecer antes. A diferencia de la
polimiositis y la dermatomiositis, la MCI tiene lugar mas frecuentemente en hombres que en mujeres.

La miositis juvenil presenta algunas semejanzas con la dermatomiositis y la polimiositis en adultos. Normalmente
afecta a nifios de entre 2 y 15 afios de edad, con sintomas que incluyen debilidad muscular proximal e inflamacién,
edema (una acumulacién anémala de liquidos en los tejidos corporales que provoca tumefaccion), dolor muscular,
fatiga, exantemas en la piel, dolor abdominal, fiebre y contracturas (acortamiento crénico de los musculos o los
tendones en torno a las articulaciones, causados por inflamacién en los tendones de los musculos, que impide el
movimiento libre de las articulaciones). Los nifios con miositis juvenil también pueden tener dificultades para deglutir
y respirar, y puede verse afectado el corazéon. Aproximadamente del 20 al 30% de los nifios con dermatomiositis
juvenil desarrollan calcinosis. Los nifios afectados pueden no mostrar niveles superiores a lo normal de la enzima de
los mUsculos creatina cinasa en sangre pero tienen niveles superiores a lo normal de otras enzimas de los musculos.

Las miopatias inducidas por estatinas se asocian con el uso a largo plazo de estatinas que acttan por medio de la
inhibicion de la 3-hidroxi-3-metilglutarii coenzima A reductasa (HMGCR). En general bien toleradas, estas
medicaciones se han descrito como inductoras de miotoxicidad. M&s recientemente, se han conocido informes de
pacientes en los que las miopatias inducidas por estatinas persisten incluso después de interrumpir los farmacos,
por lo que se ha propuesto que podrian tener una causa autoinmunitaria. Los beneficios de las estatinas son
indiscutibles en cuanto a la reduccion del riesgo de enfermedades cardiacas coronarias y de la progresion de la
ateroesclerosis coronaria. No obstante, las complicaciones asociadas pueden poner en riesgo la vida. Se estima que
en la actualidad en los Estados Unidos mas de 38 millones de personas toman estatinas y hasta el 7% (>2,6
millones) de ellas desarrollaran, segun las predicciones, sintomas musculares y hasta el 0,5% (>190.000) de las
mismas desarrollaran posiblemente miopatias que ponen en riesgo la vida.

Todas las estatinas pueden ocasionar problemas musculares y el riesgo aumenta con el incremento de su lipofilia,
con su potencia para reducir el colesterol y con la dosis. En particular la cerivastatina se ha relacionado con un
riesgo mas elevado y se ha retirado del mercado estadounidense. De las restantes estatinas, la atorvastatina y la
simvastatina tienen las tasas de miotoxicidad mas elevadas. Otros agentes de reducciéon de lipidos no
pertenecientes a las estatinas tales como la niacina y los fibratos también comportan riesgos de problemas
musculares, en particular cuando se combinan con estatinas. Aunque no es posible predecir qué pacientes tendran
problemas musculares inducidos por las estatinas, los problemas musculares citados pueden constituir un factor de
riesgo y deben tenerse en cuenta al iniciar el tratamiento con estatinas. Resulta pertinente estudiar los antecedentes
familiares si un paciente pudiera ser transmisor de una miopatia genética dado que podria ponerse de manifiesto
ante el estrés afadido del tratamiento con estatinas. Otros factores de riesgo pueden incluir tener mas 80 afios, un
bajo peso corporal, sexo femenino, hipotiroidismo, ciertos defectos genéticos y ascendencia asiatica, asi como el
uso concomitante de determinados medicamentos, que incluyen bloqueadores del canal del calcio, antibioticos
macrélidos, omeprazol, amiodarona, antifingicos de azol, antagonistas receptores de histamina H2, nefazodona,
ciclosporina, inhibidores de la proteasa VIH, warfarina y zumo de pomelo.

El sintoma muscular mas comdn causado por las estatinas es dolor muscular o mialgia y se produce en
aproximadamente el 7% de los consumidores de estatinas. La mialgia puede ser desde leve a grave y a menudo
empeora con la actividad muscular. Si el sintoma es tolerable y la indicacién para el tratamiento con estatinas fuerte,
por ejemplo, en un paciente con hipercolesterolemia y un infarto de miocardio reciente, puede ser apropiado un
tratamiento continuado con estatinas.

Los niveles basales de creatina cinasa (CK) no se recomiendan uniformemente antes del inicio del tratamiento con

estatinas por las organizaciones que orientan el tratamiento con estatinas, pero los niveles de CK pueden
proporcionar informacién muy util si mas adelante se desarrollan sintomas musculares. También puede producirse
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debilidad muscular, y a menudo produce fatiga y se combina con dolor y valores elevados de CK. Al igual que la
mayoria de las miopatias, la debilidad es mas acusada proximalmente. Se han descrito también episodios raros de
rabdomidlisis con tratamiento con estatinas; son bastante menos frecuentes, pero pueden ser letales. Los cambios
que pueden observarse en la histologia muscular que son mas caracteristicos de una miopatia por estatinas son
fibras negativas en citocromo oxidasa, aumento del contenido de lipidos y fibras rojas degradadas. La miopatia
necrosante autoinmunitaria es una forma rara de miopatia por estatinas. En estos pacientes, la interrupcién del
farmaco de estatinas no se traduce en una recuperacion ni siquiera después de transcurrir varios meses desde que
se interrumpio el farmaco. Los pacientes tienen una debilidad predominantemente proximal, a menudo indolora.

El diagnostico se basa en la historia médica del sujeto, los resultados de una exploracién fisica y las pruebas de
fuerza muscular, asi como analisis de sangre que muestran niveles elevados de diversas enzimas musculares y
autoanticuerpos. Entre las herramientas diagnosticas se incluyen electromiografia para registrar la actividad eléctrica
gue controla los musculos durante la contraccién y en reposo, ecografia para buscar para inflamaciéon muscular y
resonancia magnética para poner de relieve anomalias en el misculo y evaluar enfermedades musculares. Puede
examinarse al microscopio una biopsia del musculo en busca de signos de inflamacion crénica, muerte de las fibras
musculares, deformidades vasculares o los cambios especificos para el diagnostico de MCI. Una biopsia de la piel
puede mostrar cambios en la capa cutanea de pacientes con dermatomiositis.

La enfermedad pulmonar intersticial (EPI) es una categoria extensa de enfermedades pulmonares que incluye
mas de 130 trastornos caracterizados por lesiones cicatriciales (es decir, "fibrosis") y/o inflamacion de los pulmones.
La EPI supone el 15% de los casos observados por los neumdlogos. La enfermedad pulmonar intersticial (EPI)
puede desarrollarse a partir de diversas fuentes, desde otras enfermedades a factores ambientales. Algunas de las
causas conocidas de EPI son: enfermedad autoinmunitaria del tejido conjuntivo, que incluye por ejemplo,
esclerodermia/esclerosis sistémica progresiva, lupus (lupus eritematoso sistémico), artritis reumatoide vy
polimiositis/dermatomiositis; exposiciones laborales y ambientales, que incluyen por ejemplo, exposicién al polvo y a
ciertos gases, toxicos, quimioterapia y radioterapia.

En la EPI, el tejido de los pulmones se inflama y/o desarrolla lesiones cicatriciales. El intersticio del pulmén incluye el
area situada en y alrededor de los pequefios vasos sanguineos y los alvéolos (sacos aéreos) donde tiene lugar el
intercambio de oxigeno y diéxido de carbono. La inflamacién y las lesiones cicatriciales del intersticio trastornan este
tejido y conducen a una disminucién en la capacidad de los pulmones de extraer oxigeno del aire.

La progresion de la EPI varia segun la enfermedad y de unas personas a otras. Dado que la enfermedad pulmonar
intersticial trastoca la transferencia de oxigeno y diéxido de carbono en los pulmones, sus sintomas se manifiestan
normalmente en forma de problemas de la respiracion. Los dos sintomas mas comunes de la EPI son disnea con el
ejercicio y una tos no productiva.

El sindrome de Usher es la dolencia mas comin que afecta al oido y a la vista. Los sintomas principales del
sindrome de Usher son pérdida de audicion y retinitis pigmentaria (RP). La RP provoca ceguera nocturna y pérdida
de vision periférica (vision lateral) a través de la degeneracion progresiva de la retina. A medida que la RP
evoluciona, el campo de vision se estrecha hasta que queda soélo visién central. Muchas personas con sindrome de
Usher tienen también graves problemas de equilibrio. Aproximadamente del 3 al 6% de los nifios sordos y otro 3 al
6% de los nifios con problemas de audicién padecen sindrome de Usher. En los paises desarrollados como los
Estados Unidos, aproximadamente cuatro nifios de cada 100.000 nacidos tienen sindrome de Usher. El sindrome de
Usher se hereda como un rasgo autosomico recesivo. Con el sindrome de Usher se han asociado varios loci
genéticos que incluyen la histidil-tRNA sintetasa (Puffenberger y col., (2012) PLoS ONE 7 (1) €28936 doi:
10.1371/journal.pone.0028936)

Existen tres tipos clinicos de sindrome de Usher: tipo 1, tipo 2, y tipo 3. En los Estados Unidos, los tipos 1y 2 son los
mas comunes. En conjunto, suponen aproximadamente del 90 al 95% de todos los casos de nifios que tienen
sindrome de Usher.

Los nifios con sindrome de Usher de tipo 1 tienen sordera profunda al nacer y presentan graves problemas de
equilibrio. Debido a los problemas de equilibrio asociados con el sindrome de Usher de tipo 1, los nifios con este
trastorno tardan mas en sentarse sin apoyo y normalmente no pueden andar de forma independiente hasta que
tienen 18 meses. Estos nifios suelen empezar a desarrollar problemas de vista en la primera infancia, casi siempre
cuando llegan a los 10 afios de edad. Los problemas de vista empiezan muy a menudo con dificultad para ver de
noche, pero suelen progresar rapidamente hasta que la persona queda completamente ciega.

Los nifios con sindrome de Usher de tipo 2 nacen con pérdida de audicion moderada o grave y equilibrio normal.
Aungue la gravedad de la pérdida de audicién varia, la mayor parte de estos nifios pueden beneficiarse del uso de
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audifonos y pueden comunicarse oralmente. Los problemas de vista en el sindrome de Usher de tipo 2 suelen
progresar mas lentamente que en el tipo 1, y el inicio de la RP a menudo no se descubre hasta la adolescencia.

Los nifios con sindrome de Usher de tipo 3 tienen audicion normal al nacer. Aunque la mayoria de los nifios con el
trastorno tienen un equilibrio normal o casi normal, algunos pueden desarrollar problemas de equilibrio mas
adelante. El oido y la vista empeoran con el tiempo, pero la velocidad a la que se deterioran puede variar de una
persona a otra dentro incluso de la misma familia. Una persona con sindrome de Usher de tipo 3 puede desarrollar
pérdida de audicion en la adolescencia, y normalmente necesitara audifonos a mediados o finales de la edad adulta.
La ceguera nocturna suele empezar en algin momento durante la pubertad. Hacia el final de la adolescencia o
principios de la edad adulta aparecen manchas ciegas, y, mediada la edad adulta, la persona suele considerarse
legalmente ciega.

El sindrome de Perrault (SP) se caracteriza por la asociacién de disgenia ovarica en las mujeres con deterioro de la
audicion con deterioro neurosensitivo, y en algunas personas, anomalias neuroldgicas, que incluyen ataxia
cerebelosa progresiva y déficit intelectual. La prevalencia exacta del sindrome de Perrault se desconoce, y
probablemente esta diagnosticado insuficientemente, en particular en varones en los que el hipogonadismo no es un
rasgo de presentacion y el sindrome se mantiene no detectado. La media de edad en el diagnostico es 22 afios
después de la presentacion con retraso de la pubertad en las mujeres con sordera neurosensitiva. Los defectos de
audicion se observaron en todos salvo uno de los casos referidos (media de edad en el diagnéstico de 8 afios). La
pérdida de audicién es siempre neurosensitiva y bilateral pero la gravedad es variable (de leve a profunda), incluso
en pacientes afectados de la misma familia. La disgenia ovarica se ha comunicado en todos los casos de mujeres,
pero en los hombres no se han detectado defectos gonadales. La amenorrea suele ser primaria aunque también se
ha referido amenorrea secundaria. En la mitad de los casos documentados (altura por debajo del percentil tres) se
refirié retraso en el crecimiento. La frecuencia exacta de las anomalias neurolégicas se desconoce, aunque se han
comunicado casos de nueve mujeres y dos hombres (16-37 afios de vida) sin anomalias neurolégicas. Los signos
neurolégicos son progresivos y en general aparecen mas tarde en la vida, aunque se ha observado retraso en la
deambulacién o caidas tempranas frecuentes en los pacientes jovenes con SP. Los signos neurolégicos comunes
son ataxia, dispraxia, movimientos extraoculares limitados y polineuropatia. Se han comunicado también algunos
casos con escoliosis. La transmision del SP es autosémica recesiva y recientemente se han identificado mutaciones
en la histidil-tRNA sintetasa mitocondrial que provocan la disgenia ovarica y la pérdida de audicién neurosensitiva
asociada con el sindrome de Perrault. (Pierce y col., (2011) PNAS USA. 108(16) 6543-6548).

La distrofia muscular se refiere a un grupo de trastornos hereditarios en los que la fuerza y el volumen muscular
disminuyen gradualmente. Todas las distrofias musculares se caracterizan por debilidad muscular que es alimentada
por un defecto genético primario en uno o mas genes especificos del misculo. Ademas las distrofias musculares
tienen normalmente un componente inflamatorio variable que provoca inflamacién muscular y en (ltima instancia
potencia la degeneracion de los tejidos musculares. En general se reconocen al menos nueve tipos de distrofias
musculares.

Distrofia muscular de Duchenne (DMD): la DMD afecta a varones jovenes y provoca debilidad muscular
progresiva, que empieza normalmente en las piernas. Es la forma mas grave de distrofia muscular. La DMD se
produce aproximadamente en 1 de cada 3.500 varones nacidos, y afecta aproximadamente a 8.000 chicos y jévenes
en los Estados Unidos. Aparece una forma mas leve en muy pocas mujeres portadoras.

La DMD es causada por mutaciones en el gen que codifica la distrofina, una proteina del subsarcolema que actda en
el complejo de glucoproteinas asociado a la distrofina (DGC) que impide la produccién de proteina funcional. La
cantidad de distrofina esta correlacionada con la gravedad de la enfermedad (es decir, cuando menor es la distrofina
presente, mas grave es el fenotipo). El complejo DGC conecta el citoesqueleto intracelular con la matriz extracelular.
El DGC se concentra en las lineas del sarcomero y confiere la transmision de fuerza a través de la fibra muscular. La
perturbacién de este enlace produce inestabilidad de la membrana, que termina por producir rupturas del sarcolema.
El aflujo de calcio extracelular altera procesos moleculares como la contraccion muscular y activa la actividad
proteolitica. Las fibras musculares afectadas se vuelven necréticas o apoptésicas, y liberan quimioatrayentes
mitégenos, que inician los procesos inflamatorios. Los ciclos de degeneracion y regeneracion terminan por producir
degeneracion muscular irreversible y sustitucion por tejido fibrético y adiposo.

Un nifio con distrofia muscular de Duchenne empieza normalmente a mostrar sintomas en edad preescolar. Primero
afecta a las piernas, con lo que dificulta la deambulacién y provoca problemas de equilibrio. La mayoria de los
pacientes empiezan a andar entre tres y seis meses después de lo esperado y tienen dificultad para correr. Las
contracturas (endurecimiento muscular permanente) suelen empezar a los cinco o seis afios de edad, y son mas
intensas en los musculos de la pantorrilla. A esta edad es comin que empiecen las caidas frecuentes y las fracturas
6seas. A los nueve o diez afios se hace imposible subir escaleras o levantarse sin ayuda, y la mayoria de los chicos
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afectados de 12 afios se mueven en silla de ruedas. El debilitamiento de los musculos del tronco en torno a esta
edad produce a menudo escoliosis (una curvatura lateral de la columna) y cifosis (una curvatura anteroposterior).

Una de las debilidades mas graves asociadas a DMD es la debilidad del diafragma, la lamina de musculos situada
en la parte superior del abdomen que realiza el trabajo principal de la respiracion y la tos. La debilidad del diafragma
conduce a una reduccion de la energia y el impulso, y a un aumento de las infecciones pulmonares debido a la
imposibilidad de toser de manera efectiva. Los varones jévenes con DMD pueden vivir veinte afios y mas, siempre y
cuando dispongan de asistencia de ventilacion mecanica y una buena higiene respiratoria.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, un sujeto que tiene DMD se caracteriza por uno o mas de entre
los siguientes aspectos: signo de Gower positivo, deterioro reflejo de los musculos de las extremidades inferiores;
altos niveles de creatina cinasa (CPK-MM) en la sangre; errores genéticos en el gen Xp21; o niveles reducidos o
ausencia de distrofina, por ejemplo, medido mediante biopsia muscular.

Las composiciones de HRS pueden usarse en el tratamiento de DMD, en solitario o en combinacién con otras
terapias, tales como oligonucledtidos antisentido (por ejemplo, terapias de salto de exones tales como Eteplirsen),
corticoesteroides, agonistas beta2, fisioterapia, soporte respiratorio, terapias con células madre y terapias génicas de
sustitucion. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la administracion de polipéptidos de HRS conduce
a mejoras estadisticamente significativas en la prueba de deambulacién de 6 minutos.

Distrofia muscular de Becker (DMB): la DMB afecta a chicos y varones jovenes, segin un curso mas leve que la
DMD. La DMB aparece aproximadamente en 1 de cada 30.000 varones nacidos. La distrofia muscular de Becker es
una variante menos grave de la distrofia muscular de Duchenne y esta provocada por la produccién de una forma de
distrofina truncada, pero parcialmente funcional.

Los sintomas de DMB aparecen normalmente desde el final de la infancia al principio de la edad adulta. Se cree que
la progresion de los sintomas puede discurrir en paralelo con la de la DMD, los sintomas son normalmente mas
leves y el curso méas variable. Puede aparecer escoliosis, aunque normalmente es mas leve y evoluciona mas
lentamente. La enfermedad del musculo cardiaco (cardiomiopatia), es mas comun en la DMB. Los problemas
pueden incluir latidos cardiacos irregulares (arritmias) e insuficiencia cardiaca congestiva. Los sintomas pueden
incluir fatiga, disnea, dolor toracico y mareo. También se produce debilidad respiratoria, y puede conducir a la
necesidad de ventilaciobn mecanica.

Distrofia muscular de Emery-Dreifuss (DMEM): la DMEM afecta a varones jovenes, y provoca contracturas y
debilidad en las pantorrillas, debilidad en los hombros y la parte alta de los brazos, y problemas en la forma en que
se desplazan los impulsos eléctricos a través del corazon para hacerlo latir (defectos en la conduccién cardiaca).
Existen tres subtipos de distrofia muscular de Emery-Dreifuss, diferenciables por su patréon de herencia: ligada al
cromosoma X, autosdmica dominante y autosdmica recesiva. La forma ligada al cromosoma X es la mas comun.
Cada tipo varia en su prevalencia y sus sintomas. La enfermedad es provocada por mutaciones en el gen LMNA, o
mas comunmente, el gen EMD. Estos dos genes codifican componentes de proteinas de la envoltura nuclear.

La DMEM comienza normalmente en la primera infancia, a menudo con contracturas que preceden a debilidad
muscular. La debilidad afecta originalmente al hombro y a la parte alta del brazo, junto con los musculos de la
pantorrilla, y conduce a una postura de pie caido. La mayoria de los afectados por DMEM sobreviven hasta la
mediana edad, aunque un defecto en el ritmo del corazén (bloqueo cardiaco) puede ser letal si no se trata con un
marcapasos.

Distrofia muscular de cinturas y miembros (DMCM): la DMCM comienza en la infancia tardia o al principio de la
edad adulta y afecta a hombres y a mujeres, causando debilidad en los mdsculos de las caderas y los hombros. Es
la mas variable de las distrofias musculares, y existen varias formas diferentes de la enfermedad hoy reconocidas.
Muchas personas con sospecha de DMCM probablemente fueron objeto en el pasado de un diagnéstico erréneo, y
por tanto la prevalencia de la enfermedad es dificil de estimar. El nimero de personas afectadas en los Estados
Unidos puede situarse en algunos miles.

Aungue existe al menos media docena de genes que provocan los distintos tipos de DMCM, normalmente se
reconocen dos formas clinicas principales de DMCM. Una forma infantil grave tiene una apariencia similar a la DMD,
pero se hereda como un rasgo autosémico recesivo.

La distrofia muscular de cintura y miembros tipo 2B (DMCM2B) es causada por mutaciones de pérdida de funcion en

el gen disferlina. La disferlina se expresa principalmente en el musculo esquelético y cardiaco, pero también en
monocitos, macrofagos y otros tejidos donde se localiza en las vesiculas citoplasmicas y la membrana celular. La
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disferlina parece intervenir en la fusion y trafico de membrana, asi como en procesos de reparacion. La DMCM2B es
una enfermedad muscular de inicio tardio (adolescentes/adultos jévenes) que se caracteriza por debilidad muscular
simétrica progresiva, y notablemente patologia inmunitaria/inflamatoria agresiva. Las biopsias musculares muestran
normalmente un acusado infiltrado celular inflamatorio, consistente principalmente en macréfagos/marcadores de
activacién de macréfagos (HLA-DR, HLA-ABC, CD86), linfocitos T citotéxicos CD8" y linfocitos T CD4", junto con
degeneracion/regeneracion de fibras musculares.

Los sintomas de la DMCM de inicio adulto aparecen normalmente en la segunda o tercera década de vida, y se
caracterizan por debilidad y agotamiento progresivos de los musculos mas cercanos al tronco. Pueden producirse
contracturas, y la capacidad de caminar se pierde normalmente aproximadamente 20 afios después del inicio.
Algunas personas con DMCM desarrollan debilidad respiratoria que exige el uso de un ventilador. La esperanza de
vida puede verse acortada. (Las formas autosdmicas dominantes aparecen normalmente mas tarde en la vida y
tienen una evolucion relativamente lenta).

Distrofia muscular facioescapulohumeral (FEH): la FEH, también conocida como enfermedad de Landouzy-
Dejerine, empieza entre la infancia tardia y los principios de la edad adulta y afecta tanto a hombres como a mujeres,
causando debilidad en los musculos de la cara, los hombros y la parte alta de los brazos. Las caderas y las piernas
también pueden verse afectadas. La FEH se produce aproximadamente en 1 de cada 20.000 personas, y afecta a
aproximadamente 13.000 personas en los Estados Unidos.

La FEH varia en su gravedad y en la edad de inicio, incluso entre los miembros de la misma familia. Los sintomas se
inician con la maxima frecuencia al final de la adolescencia o al principio de la veintena, aunque es posible su inicio
en la lactancia o durante la infancia. Los sintomas suelen ser mas graves en las personas con inicio mas temprano.
La enfermedad recibe el nombre segun las regiones del cuerpo mas seriamente afectadas por la enfermedad: los
musculos de la cara (facio-), los hombros (escapulo-) y la parte alta de los brazos (humeral). También pueden verse
afectadas las caderas y las piernas. Los nifios con FEH a menudo desarrollan sordera parcial o completa.

Se necesitan dos defectos para la EFEH, el primero es la deleciéon de repeticiones de D4Z4 y el segundo una
"ganancia toxica de funcion" del gen DUX4. El primer sintoma observado es a menudo la dificultad de levantar
objetos por encima de los hombros. La debilidad puede ser mayor en un lado que en el otro. La debilidad de los
hombros hace también que el hombro tenga una prominencia posterior, denominada escapula alada.

Distrofia mioténica: La distrofia miotdnica, también conocida como enfermedad de Steinert, afecta tanto a hombres
como a mujeres, y provoca una debilidad generalizada que se observa primero en la cara, los pies y las manos. Se
acompafia por la incapacidad de relajar los masculos afectados (miotonia). Los sintomas pueden empezar en un
periodo comprendido entre el parto y la edad adulta. La distrofia muscular miotonica de tipo 1 (DM1) es la forma mas
comun de distrofia muscular, y afecta a mas de 30.000 personas en los Estados Unidos. Procede de la expansion de
una repeticion corta (CTG) en la secuencia de ADN del gen DMPK (distrofia miotonica proteina cinasa). La distrofia
muscular mioténica de tipo 2 (DM2) es mucho mas rara y se produce por la expansion de la repeticiéon CCTG en el
gen ZNF9 (proteina de dedo de cinc 9).

Los sintomas de distrofia mioténica incluyen debilidad facial y flojedad mandibular, parpados caidos (ptosis) y
degeneracion muscular en los antebrazos y las pantorrillas. Una persona con esta distrofia tiene dificultad para
relajar el agarre, especialmente si el objeto esta frio. La distrofia miotdnica afecta al misculo cardiaco, provocando
arritmias y bloqueo cardiaco, y a los musculos del sistema digestivo, conduciendo a trastornos de la maotilidad y
estrefiimiento. Otros sistemas corporales se ven también afectados: la distrofia miotdnica puede provocar cataratas,
degeneracion de la retina, Cl bajo, calvicie frontal, trastornos de la piel, atrofia testicular, apnea del suefio y
resistencia a la insulina. Es comdn una mayor necesidad o deseo de dormir, ya que se reduce la motivacién. Una
discapacidad severa afecta a la mayoria de las personas con este tipo de distrofia en un plazo de 20 afios desde su
inicio, aunque en su mayor parte no necesitan silla de ruedas incluso en fases tardias de la vida. Pueden usarse
composiciones de HRS para tratar la distrofia miotonica, por ejemplo, reduciendo la inflamacion asociada con el
tejido muscular, que incluye el masculo esquelético (por ejemplo, misculos del cuadriceps) y/o el tejido cardiaco,
entre otros tejidos.

Distrofia muscular oculofaringea (DMOF): la DMOF afecta a adultos de los dos sexos, y provoca debilidad en los
musculos oculares y la garganta. Es mas comun entre las familias francocanadienses de Quebec y las familias
hispanas del sudoeste de los Estados Unidos.

La DMOF se inicia normalmente en la cuarta o la quinta década de vida, con debilidad en los musculos que

controlan los ojos y la garganta. Los sintomas incluyen parpados caidos, dificultad en la deglucién (disfagia) y
debilidad que evoluciona hacia otros musculos de la cara, el cuello, y ocasionalmente las extremidades superiores.

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2652 136 T3

La dificultad en la deglucion puede provocar aspiracion, o la introduccién de alimento o saliva en las vias
respiratorias. Como consecuencia puede producirse neumonia.

Distrofia muscular distal (DD): la DD comienza en la mediana edad o mas tarde y provoca debilidad en los
musculos de los pies y las manos. Es mas comun en Suecia y es rara en otras partes del mundo. La DD comienza
normalmente en la veintena o la treintena, con debilidad en las manos, los antebrazos y la parte inferior de las
piernas. Las dificultades en los movimientos finos como escribir a maquina o abrocharse los botones pueden ser los
primeros sintomas. Los sintomas avanzan lentamente, y la enfermedad normalmente no afecta a la esperanza de
vida.

Distrofia muscular congénita (DMC): la DMC esta presente desde el nacimiento, produce debilidad generalizada y
normalmente evoluciona con lentitud. Un subtipo, denominado DMC de Fukuyama, implica también retraso mental.
Las dos son raras; la DMC de Fukuyama es mas comun en Japén.

La DMC se caracteriza por debilidad muscular grave desde el nacimiento, donde los lactantes muestran "flojedad" y
muy pocos movimientos voluntarios. No obstante, un nifio con DMC puede aprender a andar, con o sin dispositivos
de ayuda, y puede llegar a la edad adulta y ain mas. En cambio, los nifios con DMC de Fukuyama raras veces
pueden andar y tienen un retraso mental grave. La mayoria de los nifios con este tipo de DMC mueren durante la
infancia.

Caquexia: la caquexia (0 sindrome de desgaste) se caracteriza normalmente por pérdida de peso, degeneracién
muscular, fatiga, debilidad y pérdida importante del apetito en una persona que no intenta activamente perder peso.
La definicién formal de caquexia es la pérdida de masa corporal que no puede invertirse nutricionalmente. Incluso si
el paciente afectado consume mas calorias, se pierde masa corporal magra, lo que indica la existencia de una
patologia primaria.

Sufren caquexia los pacientes con cancer, SIDA, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, esclerosis mdltiple,
insuficiencia cardiaca congestiva, tuberculosis, polineuropatia amiloide familiar, intoxicacién por mercurio (acrodinia),
y deficiencia hormonal, entre otras enfermedades.

La caquexia puede ser también un signo de diversos trastornos subyacentes, que incluyen cancer, acidosis
metabdlica (es decir, reduccion en la sintesis de proteinas y aumento en el catabolismo de proteinas), algunas
enfermedades infecciosas (por ejemplo, tuberculosis, SIDA), pancreatitis crénica, trastornos autoinmunitarios o
adiccion a las anfetaminas. La caquexia debilita fisicamente a los pacientes hasta un estado de inmovilidad que se
deriva de pérdida de apetito, astenia y anemia, y la respuesta al tratamiento estandar suele ser baja.

Aproximadamente el 50% de los pacientes con cancer sufren caquexia. Los afectados por canceres del aparato
digestivo superior y el pancreas tienen la maxima frecuencia de desarrollo de un sintoma de caquexia. Ademas de
incrementar la morbilidad y la mortalidad, el agravamiento de los efectos secundarios de la quimioterapia y la
reduccion de calidad de vida, la caquexia se considera la causa inmediata de muerte de una gran proporcién de
pacientes con cancer, que comprende del 22% al 40% de los pacientes. Los sintomas de caquexia asociada al
cancer incluyen pérdida de peso progresiva y agotamiento de las reservas del hospedador de tejido adiposo y
musculo esquelético. Los abordajes terapéuticos tradicionales incluyen el uso de estimulantes del apetito,
antagonistas 5-HT3, suplemento de nutrientes e inhibidores de COX-2.

Aunque la patogenia de la caquexia no se conoce hien, se espera que intervengan multiples vias biolégicas, que
incluyen citocinas proinflamatorias tales como TNF-a, hormonas neuroendocrinas, IGF-1 y factores especificos de
tumores tales como un factor inductor de protedlisis.

Las composiciones de HRS pueden usarse asi para la tratar caquexia y cualquiera de sus trastornos o
complicaciones relacionados, subyacentes o secundarios. Las composiciones de HRS pueden usarse en solitario o
en combinacién con otras terapias, tales como suplemento dietético con una combinacion de alto contenido de
proteinas, leucina y aceite de pescado, antioxidantes, progestageno (acetato de megestrol, acetato de
medroxiprogesterona) y farmacos de anticiclooxigenasa-2, estimulantes del apetito y antagonistas de 5-HTs3, entre
otros.

Rabdomidlisis: la rabdomidlisis es la descomposicion de las fibras musculares en tejido del misculo esquelético.
Los productos de descomposicién son liberados en el torrente sanguineo, y algunos de estos productos, tales como
la mioglobina, son dafiinos para los rifiones y pueden producir insuficiencia renal.

Los sintomas incluyen dolor muscular, vomitos, confusion, coma o anomalias en la frecuencia y el ritmo cardiacos y
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su gravedad depende normalmente de la magnitud del dafio muscular y de si se desarrolla insuficiencia renal. El
dafio en los rifiones puede provocar disminucion o ausencia de produccion de orina, normalmente aproximadamente
de 12 a 24 horas después del dafio inicial en el musculo. La tumefaccion del masculo dafiado puede provocar
sindrome compartimental, o la compresién de los tejidos circundantes, como nervios y vasos sanguineos, en el
mismo compartimento fascial, y produce pérdida de sangre y dafios (por ejemplo, pérdida de funcion) en las partes
del cuerpo afectadas. Los sintomas de esta complicacion incluyen dolor o menor sensibilidad en la extremidad
afectada. Otras complicaciones incluyen coagulacion intravascular diseminada (CID), una perturbacion grave de la
coagulaciéon sanguinea que puede provocar una hemorragia incontrolable.

El dafio muscular inicial puede estar provocado, por ejemplo, por factores fisicos (por ejemplo, lesién por
aplastamiento, ejercicio agotador), alteracién en el aporte sanguineo (por ejemplo, trombosis arterial, embolia),
alteracion del metabolismo (por ejemplo, estado hiperosmolar hiperglucémico, hipernatremia y hiponatremia,
hipopotasemia, hipocalcemia, hipofosfatemia, cetoacidosis, hipotiroidismo), alteracién de la temperatura corporal
(hipertermia, hipotermia), medicamentos y toxinas (por ejemplo, estatinas, medicamentos antipsicoticos, agentes de
bloqueo neuromuscular, diuréticos, metales pesados, cicuta, venenos de insectos o serpientes), consumo de
sustancias (por ejemplo, alcohol, anfetaminas, cocaina, heroina, ketamina, LDS, MDMA), infecciones (por ejemplo,
virus de Coxsackie, virus de la gripe A, virus de la gripe B, virus de Epstein-Barr, infeccion primaria por VIH,
Plasmodium falciparum, virus del herpes, Legionella pneumophila, salmonela) y dafio muscular autoinmunitario (por
ejemplo, polimiositis, dermatomiositis). Ademas, algunas afecciones hereditarias incrementan el riesgo de
rabdomidlisis, entre las que se incluyen defectos de glucdélisis y glucogendlisis (por ejemplo, enfermedad de
McArdles, deficiencia de fosfofructocinasa, enfermedades de almacenamiento del glucégeno VIII, 1X, X y XI),
defectos del metabolismo de los lipidos (por ejemplo, deficiencia carnitina palmitoiltransferasa | y Il, deficiencia de
subtipos de acilo CoA deshidrogenasa (por ejemplo, LCAD, SCAD, MCAD, VLCAD, deficiencia de 3-hidroxiacil-
coenzima A deshidrogenasa), deficiencia de tiolasa), miopatias mitocondriales (por ejemplo, deficiencia de succinato
deshidrogenasa, citocromo c oxidasa y coenzima Q10) y otros tales como deficiencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, deficiencia de mioadenilato desaminasa y distrofias musculares.

La rabdomidlisis se diagnostica normalmente con andlisis de sangre y de orina, y puede estar indicada por niveles
anomalamente elevados o0 en aumento de creatinina y urea, descenso en la produccién de orina o decoloracion
rojiza-parda de la orina. Los tratamientos primarios incluyen liquidos intravenosos, didlisis y hemofiltracién.

Las composiciones de HRS pueden usarse asi para tratar la rabdomidlisis y cualquiera de sus trastornos o
complicaciones relacionados, secundarios o subyacentes. Las composiciones de HRS pueden usarse en solitario o
en combinacién con otras terapias, que incluyen las incluidas para tratar el shock y preservar la funcién renal. Las
terapias de ejemplo incluyen administracion de liquidos intravenosos, normalmente solucién salina isoténica (0,9%
en peso por volumen de solucién de cloruro de sodio) y terapias de sustitucion renal (TSR) tales como hemodidlisis,
hemoafiltracién continua y dialisis peritoneal.

Mas en general, los polipéptidos de HRS descritos en la presente memoria pueden reducir una respuesta
inflamatoria, por ejemplo reduciendo la migracién o infiltrado de células inmunitarias en tejidos seleccionados, lo que
aumenta la produccion de citocinas antiinflamatorias o reduccion de la producciéon o actividad de citocinas
proinflamatorias, entre otros mecanismos.

Por consiguiente, los polipéptidos de HRS de la presente descripcion pueden usarse para modular la inflamacion
aguda, la inflamacidn crénica o ambas. Algunas realizaciones de la presente descripcidn se refieren a un aumento
de la inflamacién aguda o de las respuestas inflamatorias agudas, y algunas realizaciones de la presente descripcion
se refieren a un aumento de la inflamacion cronica o de las respuestas inflamatorias cronicas. Dependiendo de las
necesidades del sujeto, algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a la reduccién de la inflamacién
o las respuestas inflamatorias agudas, y algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a la reduccion
de la inflamacioén crénica o las respuestas inflamatorias crénicas.

La inflamacion aguda se refiere a la respuesta inicial del organismo a estimulos presumiblemente dafiinos e implica
un aumento del movimiento de plasma y leucocitos desde la sangre a los tejidos dafiados. Es un proceso a corto
plazo, que comienza normalmente en unos minutos u horas y termina tras la retirada del estimulo nocivo. La
inflamacién aguda puede caracterizarse por uno cualquiera o mas de entre rubefacciéon, aumento del calor,
tumefaccién, dolor y pérdida de funcion. La rubefaccion y el calor se deben principalmente a un aumento del flujo
sanguineo a la temperatura central del cuerpo en el sitio inflamado, la tumefaccion se debe a la acumulacion de
liquido, el dolor se debe normalmente a la liberacién de sustancias quimicas que estimulan las terminaciones
nerviosas y la pérdida de funcion tiene mdltiples causas.

Las respuestas inflamatorias agudas son iniciadas principalmente por células inmunitarias locales, tales como
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macréfagos residentes, células dendriticas, linfocitos, células de Kuppfer y linfocitos T. En el comienzo de una
infeccion, por quemaduras u otras lesiones, estas células experimentan activacion y liberan mediadores inflamatorios
responsables de los signos clinicos de inflamacion, tales como aminas y eicosanoides vasoactivos. La vasodilatacion
y su aumento resultante en el flujo sanguineo provocan la rubefacciéon y el aumento de calor. El incremento de
permeabilidad de los vasos sanguineos produce una exudacion o filtrado de proteinas plasmaticas y liquido al tejido,
lo que crea la tumefaccion. Algunos mediadores liberados tales como la bradicinina aumentan la sensibilidad al
dolor, y modifican los vasos sanguineos para permitir la migraciébn o extravasaciéon de leucocitos, tales como
neutréfilos, que normalmente migran a lo largo de un gradiente quimiotactico creado por las células inmunitarias
locales.

Las respuestas inflamatorias agudas incluyen también uno o mas sistemas de cascadas bioquimica acelulares, que
consisten en proteinas plasmaticas preformadas modulada, que actlan en paralelo para iniciar y propagar la
respuesta inflamatoria. Estos sistemas incluyen el sistema de complemento, que es activado principalmente por
bacterias, y los sistemas de coagulacion vy fibrindlisis, que son activados principalmente por necrosis, tales como el
tipo de dafio tisular que esta provocado por ciertas infecciones, quemaduras u otros traumatismos. Por ello, los
polipéptidos de HRS pueden usarse para modular la inflamacién aguda, o una cualquiera o0 méas de entre las
respuestas inflamatorias agudas individuales.

La inflamacion cronica, una respuesta inflamatoria prolongada y retardada, se caracteriza por un desplazamiento
progresivo en el tipo de células que estan presentes en el sitio de inflamacién, y a menudo conduce a una
destruccién simultdnea o casi simultanea y a la cicatrizaciéon del tejido a partir del proceso inflamatorio. A escala
celular, en las respuestas inflamatorias crénicas intervienen diversas células inmunitarias tales como monocitos,
macréfagos, linfocitos, células plasmaticas y fibroblastos, aunque a diferencia de la inflamacién aguda, que esta
mediada principalmente por granulocitos, la inflamacién crénica estda mediada principalmente por células
mononucleares tales como monocitos y linfocitos. La inflamacién cronica también implica diversos mediadores
inflamatorios, tales como IFN-y y otras citocinas, factores de crecimiento, especies de oxigeno reactivas y enzimas
hidroliticas. La inflamacion crénica puede durar muchos meses o afios, y puede provocar destruccion indeseada de
los tejidos y fibrosis.

Los signos clinicos de inflamacion cronica dependen de la duracion de la dolencia, las lesiones inflamatorias, la
causa y el area anatémica afectada, (véase, por ejemplo, Kumar y col., Robbins Basic Pathology-S'A Ed., 2009
Elsevier, Londres; Miller, LM, Pathology Lecture Notes, Atlantic Veterinary College, Charlottetown, PEI, Canadd). La
inflamacién cronica estd asociada con diversos estados patolégicos o enfermedades, que incluyen, por ejemplo,
alergias, enfermedad de Alzheimer, anemia, estenosis valvular adrtica, artritis tales como artritis reumatoide y
artrosis, cancer, insuficiencia cardiaca congestiva, fibromialgia, fibrosis, ataque al corazén, insuficiencia renal, lupus,
pancreatitis, accidente cerebrovascular, complicaciones quirargicas, enfermedad inflamatoria pulmonar, enfermedad
inflamatoria intestinal, ateroesclerosis y psoriasis, entre otros descritos en la presente memoria y conocidos en la
técnica. Por ello, los polipéptidos de HRS pueden usarse para tratar 0 manejar la inflamacién crénica, modular una
cualquiera o0 mas de entre las respuestas inflamatorias crénicas individuales o tratar una cualquiera o mas
enfermedades o afecciones asociadas con inflamacién cronica.

Los polipéptidos de HRS también pueden modular la inflamacién proliferativa, un proceso inflamatorio caracterizado
por un aumento en el nimero de células de tejidos. Estos pueden comprender trastornos de la piel tales como
psoriasis, seborrea o eczema, o también pueden verse en términos de canceres y crecimientos andémalos
especialmente a la luz de la acumulacién de evidencias basadas en procedimientos moleculares mas eficientes para
documentar incluso un grado bajo de inflamacién cronica.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, los polipéptidos de HRS pueden modular respuestas
inflamatorias a escala celular, tales como la modulacion de la activacion, la secrecién de moléculas inflamatorias (por
ejemplo, secrecion de citocina o cinina), la proliferacion, la actividad, la migracion o la adhesion de diversas células
implicadas en la inflamacion. Los ejemplos de dichas células incluyen células inmunitarias y células vasculares. Las
células inmunitarias incluyen, por ejemplo, granulocitos tales como neutréfilos, eosindfilos y basdfilos,
macréfagos/monocitos, linfocitos tales como linfocitos B, linfocitos T citoliticos (es decir, linfocitos T CD8+), linfocitos
T auxiliares (es decir, linfocitos T CD4+, que incluyen linfocitos T1 y T2), células citoliticas naturales y linfocitos T 9,
células dendriticas y mastocitos. Los ejemplos de células vasculares incluyen células de musculo liso, células
endoteliales y fibroblastos. Se incluyen también procedimientos para modular una afeccién inflamatoria asociada con
una o mas células inmunitarias o células vasculares, que incluye afecciones inflamatorias mediadas por neutrdfilos,
mediadas por macréfagos y mediadas por linfocitos.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, los polipéptidos de HRS modulan la inflamacién local, la
inflamacién sistémica o ambas. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS puede
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reducir o mantener (es decir, evitar aumentos adicionales) la inflamacién local o las respuestas inflamatorias locales.
En algunas realizaciones de la presente descripcion, dependiendo de las necesidades del sujeto, los polipéptidos de
HRS pueden aumentar la inflamacién local o las respuestas inflamatorias locales. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, los polipéptidos de HRS pueden reducir o mantener (es decir, evitar aumentos adicionales) la
inflamacién sistémica o las respuestas inflamatorias sistémicas. En algunas realizaciones de la presente descripcion,
dependiendo de las necesidades del sujeto, los polipéptidos de HRS pueden aumentar la inflamacién sistémica o las
respuestas inflamatorias sistémicas.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la modulacion de la inflamacién o las respuestas inflamatorias
pueden asociarse con uno o mas tejidos u érganos. Los ejemplos no limitativos de dichos tejidos u 6rganos incluyen
la piel (por ejemplo, dermis, epidermis, capa subcutanea), los foliculos pilosos, el sistema nervioso (por ejemplo,
encéfalo, médula espinal, nervios periféricos), el sistema auditivo o los érganos del equilibrio (por ejemplo, oido
interno, oido medio, oido externo), el sistema respiratorio (por ejemplo, nariz, traquea, pulmones), los tejidos
gastroesofagicos, el sistema gastrointestinal (por ejemplo, boca, eséfago, estbmago, intestino delgado, intestino
grueso, recto), el sistema vascular (por ejemplo, corazén, vasos sanguineos y arterias), el higado, la vesicula biliar,
el sistema linfatico/inmunitario (por ejemplo, ganglios linfaticos, foliculos linfoides, bazo, timo, médula ésea), el
sistema urogenital (por ejemplo, riflones, uréter, vejiga, uretra, cuello del Gtero, trompas de Falopio, ovarios, Utero,
vulva, préstata, glandulas bulbouretrales, epididimo, préstata, vesiculas seminales, testiculos), el sistema
musculoesquelético (por ejemplo, musculos esqueléticos, musculos lisos, hueso, cartilago, tendones, ligamentos), el
tejido adiposo, las mamas y el sistema endocrino (por ejemplo, hipotadlamo, hipofisis, tiroides, pancreas, glandulas
suprarrenales). Por consiguiente, los polipéptidos de HRS pueden usarse para modular la inflamaciéon asociada con
cualquiera de estos tejidos u érganos, por ejemplo para tratar afecciones o enfermedades que se asocian con la
inflamacién de estos tejidos u 6rganos.

Tal como se indica anteriormente, algunas realizaciones de la presente descripcion pueden emplear polipéptidos de
HRS para reducir o manejar (es decir, prevenir un mayor aumento) la inflamacién o las respuestas inflamatorias
asociadas con tejidos u 6rganos concretos. Se incluyen respuestas y afecciones inflamatorias asociadas con la piel,
lo que incluye inflamacién, infecciones y canceres asociados con las capas dérmica, epidérmica y subcutanea de la
piel. Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas con la piel incluyen, sin limitacién, dermatitis, tales como
psoriasis, dermatitis irritante, dermatitis seborreica, dermatitis atopica (eczema), dermatitis de contacto alérgica,
dermatitis de induccién térmica, dermatitis inducida por farmacos, dermatitis dishidrética, urticaria, dermatitis
autoinmunitaria, cancer de piel tal como melanoma y dermatitis bullosa. Se incluyen también infecciones por
bacterias, virus y parasitos, eritema multiforme, eritema nudoso, granuloma anular, roble venenoso/hiedra venenosa
y necrolisis epidérmica toxica.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a la reduccion de respuestas y afecciones inflamatorias
asociadas con el sistema nervioso, que incluye inflamacion, infecciones y cancer asociado con el encéfalo y la
médula espinal del sistema nervioso central, el sistema nervioso periférico y las meninges. La expresion de
mediadores inflamatorios que incluyen complemento, moléculas de adhesién, enzimas de ciclooxigenasa y sus
productos y citocinas se incrementa en la enfermedad neurodegenerativa experimental y clinica, y los estudios de
intervencion en animales de experimento sugieren que varios de estos factores contribuyen directamente a la lesion
neuronal. Por ejemplo, citocinas especificas, tales como interleucina-1 (IL-1), se han relacionado de forma acusada
con la neurodegeneracién aguda, tal como accidente cerebrovascular y lesién craneoencefalica.

Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas al sistema nervioso incluyen, sin limitacién, meningitis (es decir,
inflamacién de las membranas protectoras que cubren el encéfalo y la médula espinal), mielitis, encefalomielitis (por
ejemplo, encefalomielitis mialgica, encefalitis diseminada aguda, encefalomielitis diseminada o esclerosis multiple,
encefalomielitis autoinmunitaria), aracnoiditis (es decir, inflamacién del aracnoides, una de las membranas que
rodean y protegen los nervios del sistema nervioso central), granuloma, inflamacién o meningitis inducida por
farmacos, enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer, accidente cerebrovascular,
demencia por VIH, sindrome de Sly, CMT, retinopatia, pérdida de audicion neurosensitiva, atrofia muscular espinal,
encefalitis por ELA tal como encefalitis virica y encefalitis bacteriana, infecciones por parasitos, trastornos de
desmielinizacién inflamatorios y trastornos autoinmunitarios tales como enfermedades autoinmunitarias mediadas
por linfocitos T CD8+ del SNC. Los ejemplos adicionales incluyen enfermedad de Parkinson, miastenia grave,
neuropatia motora, sindrome de Guillain-Barré, neuropatia autoinmunitaria, sindrome miasténico de Lambert-Eaton,
enfermedad neurolégica paraneoplasica, atrofia cerebelosa paraneoplasica, sindrome de la persona rigida no
paraneoplasico, atrofia cerebelosa progresiva, encefalitis de Rasmussen, esclerosis lateral amiotréfica, corea de
Sydeham, sindrome de Gilles de la Tourette, poliendocrinopatia autoinmunitaria, neuropatia disinmunitaria,
neuromiotonia adquirida, artrogriposis multiple, neuritis 6ptica y sindrome de la persona rigida.

Tal como se indica anteriormente, se incluye también la inflamacién asociada con infecciones del sistema nervioso.
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Los ejemplos especificos de infecciones bacterianas asociados con la inflamacién del sistema nervioso incluyen, sin
limitacion, infeccién estreptococica tal como estreptococos del grupo B (por ejemplo, subtipos Ill) y Streptococcus
neumoniae (por ejemplo, serotipos 6, 9, 14, 18 y 23), Escherichia coli (por ejemplo, que lleva antigeno KI), Listeria
monocytogenes (por ejemplo, serotipo IVb), infeccidon por Neisseria tal como Neisseria meningitidis (meningococos),
infeccion estafilococica, infeccion por Haemophilus tal como Haemophilus influenzae tipo B, Klebsiella y
Mycobacterium tuberculosis. Se incluyen también infecciones por estafilococos y pseudomonas y otros bacilos
gramnegativos, principalmente con respecto a traumatismo craneoencefalico, que confiere a las bacterias de la
cavidad nasal la capacidad de entrar en el espacio meningeo, o en personas con derivacion cerebral o un dispositivo
relacionado (por ejemplo, drenaje extraventricular, reservorio de Ommaya). Los ejemplos especificos de infecciones
viricas asociados con la inflamacion del sistema nervioso incluyen, sin limitacién, enterovirus, virus del herpes simple
tipo 1y 2, virus T-linfotréfico humano, virus de la varicela zéster (varicela y herpes zéster), virus del sarampién, virus
de inmunodeficiencia humana (VIH) y virus de coriomeningitis linfocitaria (VCML). La meningitis puede proceder
también de infeccidon por espiroquetas tales como Treponema pallidum (sifilis) y Borrelia burgdorferi (enfermedad de
Lyme), parasitos tales como paludismo (por ejemplo, paludismo cerebral), hongos tales como Cryptococcus
neoformans y amebas tales como Naegleria fowleri.

La meningitis u otras formas de inflamacion del sistema nervioso también pueden asociarse con la diseminacion del
cancer a las meninges (meningitis maligna), algunos farmacos tales como farmacos antiinflamatorios no esteroideos,
antibiéticos e inmunoglobulinas intravenosas, sarcoidosis (o neurosarcoidosis), trastornos del tejido conjuntivo tales
como lupus eritematoso sistémico y ciertas formas de vasculitis (afecciones inflamatorias de las paredes de los
vasos sanguineos) tales como enfermedad de Beliefs. Los quistes epidermoides y los quistes dermoides pueden
causar meningitis al liberar materia irritante en el espacio subaracnoideo. Por consiguiente, los polipéptidos de HRS
pueden usarse para tratar o manejar una cualquier o mas de estas afecciones.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a la reduccién de las respuestas y afecciones
inflamatorias asociadas con el sistema auditivo y los érganos del equilibrio, tales como el oido interno, el oido medio
y el oido externo. Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas con el sistema auditivo o los 6rganos del
equilibrio incluyen, sin limitacion, inflamacion del oido externo (por ejemplo, infecciones del oido), inflamacion del
oido medio, que puede conducir a la acumulacion de liquido en el espacio normalmente lleno de aire y la pérdida
asociada de conduccién de la audicion, laberintitis, una infeccién o inflamacién del oido interno que provoca mareo
(vértigo) y pérdida de audicién, neuronitis vestibular, una infeccion del nervio vestibular, en general virica, que
produce vértigo y neuronitis coclear, una infeccion del nervio coclear, en general virica, que provoca sordera subita
pero no vértigo. Los receptores de implantes cocleares por pérdida de audicion tienen un riesgo mayor de meningitis
neumocdcica y su inflamacioén asociada.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a la reduccion de las respuestas y afecciones
inflamatorias asociadas con el sistema respiratorio, que incluye inflamacion, infecciones y cancer asociados con la
nariz, la traquea y los pulmones. Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas con el sistema respiratorio
incluyen, sin limitacién, enfermedades inflamatorias pulmonares, asma at6pico, asma no atépico, asma alérgico,
asma mediado por IgE bronquial atépico, asma bronquial, asma esencial, asma verdadero, asma intrinseco causado
por trastornos fisiopatolégicos, asma extrinseco causado por factores ambientales, asma esencial de causa
desconocida o no aparente, asma no atopico, asma bronquitico, asma enfisematoso, asma inducido por el ejercicio,
asma inducido por alérgenos, asma inducido por aire frio, asma ocupacional, asma infeccioso causado por infeccion
bacteriana, flngica, por protozoos o virica, asma no alérgico, asma incipiente, sindrome del bebé jadeante y
bronquiolitis, broncoconstriccién aguda o crénica, bronquitis crénica, obstruccion de las pequefias vias respiratorias y
enfisema. Algunos ejemplos adicionales son enfermedades de las vias respiratorias obstructivas inflamatorias tales
como neumonia eosindfila cronica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), EPOC que incluye bronquitis
crénica, enfisema pulmonar o disnea asociada o0 no asociada con EPOC, EPOC que se caracteriza por obstruccion
progresiva e irreversible de las vias respiratorias y sindrome de distrés respiratorio del adulto (SADR).

Los ejemplos adicionales de afecciones asociadas con inflamacién pulmonar incluyen afecciones relacionadas con el
agravamiento de la hiperreactividad de las vias respiratorias a consecuencia de otra farmacoterapia, enfermedad de
las vias respiratorias que estd asociada con hipertension pulmonar, bronquitis tales como bronquitis aguda,
bronquitis laringotraqueal aguda, bronquitis araquidica, bronquitis catarral, bronquitis por crup, bronquitis seca,
bronquitis asmatica infecciosa, bronquitis productiva, bronquitis por estafilococos o estreptococos y bronquitis
vesicular, lesién pulmonar aguda y bronquiectasia tal como bronquiectasia cilindrica, bronquiectasia saculada,
bronquiectasia fusiforme, bronquiectasia capilar, bronquiectasia quistica, bronquiectasia seca y bronquiectasia
folicular.

La EPOC se refiere en particular a un grupo de enfermedades pulmonares que bloquean el flujo de aire y dificultan
crecientemente en las personas afectadas la capacidad de respirar normalmente. El enfisema y la bronquitis crénica
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son las dos afecciones principales dentro del grupo de enfermedades de EPOC, pero la EPOC también puede
referirse al dafio causado por la bronquitis asmatica crénica, entre otras afecciones conocidas en la técnica. En la
mayoria de los casos, el dafio en las vias respiratorias interfiere finalmente con el intercambio de oxigeno y diéxido
de carbono en los pulmones. Los tratamientos estandar se centran principalmente en controlar los sintomas y
minimizar dafios adicionales.

El enfisema representa un aspecto de la EPOC. El enfisema lleva a una inflamacién dentro de las paredes fragiles
de los alvéolos, que puede destruir parte de las paredes y fibras elasticas, facilitando el colapso de las vias
respiratorias pequefias tras la espiracion, y degradando el flujo de aire al exterior de los pulmones. Los signos y
sintomas de enfisema incluyen, por ejemplo, disnea, especialmente durante actividades fisicas, sibilancias y tirantez
toracica.

La bronquitis crénica representa otro aspecto de la EPOC. La bronquitis crénica se caracteriza por una tos
permanente, y produce inflamacién y estrechamiento de los tubos bronquiales. Esta afecciéon también provoca
aumento de la producciéon de moco, que puede bloquear aln mas los tubos estrechados. La bronquitis crénica
aparece principalmente en fumadores, y normalmente se define como una tos que dura al menos tres meses al afio
durante dos afios consecutivos. Los signos y sintomas de bronquitis crénica incluyen, por ejemplo, la necesidad de
aclararse la garganta como primera accion de la mafana, especialmente en los fumadores, una tos cronica que
produce esputo amarillento, disnea en las fases tardias y frecuentes infecciones respiratorias. Tal como se indica
anteriormente, la EPOC se refiere principalmente a obstruccion en los pulmones procedente de las dos afecciones
pulmonares cronicas indicadas anteriormente. Sin embargo, muchas personas con EPOC tienen estas dos
afecciones.

La bronquitis asmatica crénica representa otro aspecto de la EPOC que se caracteriza normalmente como bronquitis
cronica combinada con asma (broncoespasmo). El asma puede producirse cuando las secreciones inflamadas e
infectadas irritan los musculos lisos en las vias respiratorias. Los sintomas son similares a los de la bronquitis
cronica, pero incluyen también episodios intermitentes, o incluso diarios, de sibilancias.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la EPOC puede tener también un componente autoinmunitario.
Por ejemplo, los linfocitos T del pulmdn y la sangre periférica en pacientes con enfisema grave secretan citocinas Thl
y quimiocinas cuando se estimulan con péptidos de elastina in vitro, y estos pacientes poseen un mayor nimero del
anticuerpo antielastina que los controles (véase Goswami y col., The Journal of Immunology. 178: 130,41, 2007).
Ademaés, los autoanticuerpos IgG con avidez por el epitelio pulmonar, y la posibilidad de mediar en la citotoxicidad,
son prevalentes en los pacientes con EPOC (véase Feghali-Bostwick y col., Am J Respir Crit Care Med. 177: 156-63,
2008). Dado que las respuestas inmunitarias autorreactivas pueden ser importantes en la etiologia de esta
enfermedad, lo que incluye, por ejemplo, respuestas autorreactivas a autoantigenos tales como la elastina, pueden
desempefiar un papel en la EPOC, el uso de polipéptidos AARS para desensibilizar las células inmunitarias a estos
antigenos puede reducir la inflamacién pulmonar.

Tal como se indica anteriormente, algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren al uso de polipéptidos
de HRS para desensibilizar células inmunitarias a antigenos seleccionados, lo que incluye autoantigenos y
antigenos extrafios, irritantes, alérgenos o agentes infecciosos relacionados con la inflamacién pulmonar. Al
desensibilizar estas células inmunitarias para un antigeno seleccionado, los polipéptidos de HRS pueden reducir la
migracion o reclutamiento de estas células a los pulmones, y con ello reducir la inflamacion. Los ejemplos de células
inmunitarias incluyen linfocitos, monocitos, macréfagos, células dendriticas y granulocitos, tales como neutrdfilos,
eosindfilos y basdfilos. Los ejemplos de antigenos incluyen, sin limitacion, el humo tal como el humo de cigarrillos, la
contaminacion del aire, vapores como los vapores de la soldadura, el polvo, que incluye polvo de silice y polvos del
lugar de trabajo tales como los encontrados en la mineria del carbén y la mineria del oro, sustancias quimicas tales
como cadmio e isocianatos. Se incluyen también alérgenos conocidos y agentes infecciosos, tales como bacterianos
y viricos o antigenos, lo que incluye lipopolisacéaridos (LPS), que pueden agravar la EPOC en personas sensibles.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a la reduccién de las respuestas y afecciones
inflamatorias asociadas en el sistema gastrointestinal, que incluye inflamacion, infecciones y cancer asociados con la
boca, el eso6fago, el estbmago, el intestino delgado, el intestino grueso y el recto. "Inflamacién gastrointestinal” tal
como se usa en la presente memoria se refiere a la inflamacién de una capa mucosa del tracto gastrointestinal, y
comprende afecciones inflamatorias agudas y cronicas. La inflamacidon aguda se caracteriza en general por un
tiempo breve de instauracion e infiltrado o aflujo de neutréfilos. La inflamacién crénica se caracteriza en general por
un periodo relativamente mas largo de instauracion e infiltrado o aflujo de células mononucleares. La inflamacion
cronica puede caracterizarse también normalmente por periodos de remisién espontanea y aparicion espontanea.

Se entiende que la "capa mucosa del tracto gastrointestinal” incluye la mucosa del intestino (que incluye el intestino
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delgado vy el intestino grueso), el recto, la mucosa (gastrica) del estomago, la cavidad oral y similares. "Inflamacién
gastrointestinal crénica" se refiere a inflamacion de la mucosa del tracto gastrointestinal que se caracteriza por un
periodo relativamente mas prolongado de instauracion, es duradera (por ejemplo, de varios dias, semanas, meses, 0
afos y hasta toda la vida del sujeto), y a menudo se asocia con infiltrado o aflujo de células mononucleares, y puede
asociarse ademas con periodos de remisién espontanea y aparicion espontanea. Las "afecciones inflamatorias
gastrointestinales crénicas" (también referidas como "enfermedades inflamatorias gastrointestinales crénicas") que
tienen dicha inflamacion croénica incluyen, pero no se limitan a, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), colitis
inducida por agresiones ambientales (por ejemplo, inflamacién gastrointestinal asociada con un régimen terapéutico,
tal como quimioterapia, radioterapia y similares), colitis en condiciones tales como enfermedad granulomatosa
cronica (véase, por ejemplo, Schappi y col., Arch Dis Child. 84: 147-151, 2001), enfermedad celiaca, esprie celiaco
(es decir, una enfermedad hereditaria en la que la mucosa intestinal se inflama como respuesta a la ingestion de una
proteina denominada gluten), alergias alimentarias, gastritis, gastritis infecciosa o enterocolitis (por ejemplo, gastritis
cronica infectada por Helicobacter pylori) y otras formas de inflamacion gastrointestinal causadas por un agente
infeccioso, y otras dolencias similares.

Tal como se usa en la presente memoria, "enfermedad inflamatoria intestinal” o "Ell" se refiere a cualquiera de una
diversidad de enfermedades caracterizadas por inflamacion de parte o la totalidad del intestino. Los ejemplos de
enfermedad inflamatoria intestinal incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa. El término
Ell incluye colitis seudomembranosa, colitis hemorragica, colitis por sindrome hemolitico-urémico, colitis de
colageno, colitis isquémica, colitis por radiacion, colitis inducida por farmacos y sustancias quimicas, colitis por
desviacion, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable, sindrome del colon irritable y enfermedad de Crohn; y
dentro de la enfermedad de Crohn todos los subtipos que incluyen enfermedad de Crohn activa, refractaria y
fistulizante. Por ello, los polipéptidos de HRS pueden emplearse para tratar o0 manejar una cualquiera o mas de estas
dolencias.

Algunas realizaciones de la presente descripcién se refieren a la reduccion de respuestas y afecciones inflamatorias
asociadas con el sistema vascular, o inflamacién vascular, tales como inflamaciéon asociada con los vasos
sanguineos y el corazon. Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas al sistema vascular incluyen, sin
limitacion, miocarditis, pericarditis, enfermedad oclusiva, ateroesclerosis, infarto de miocardio, trombaosis, enteropatia
autoinmunitaria, cardiomiopatia, enfermedad de Kawasaki, artritis idiopatica juvenil, granulomatosis de Wegener,
arteritis de Takayasu, sindrome de Kawasaki, enfermedad autoinmunitaria anti-factor VIII, vasculitis necrosante de
los pequefios vasos, poliangitis microscopica, sindrome de Churg y Strauss, glomerulonefritis necrosante focal
pauciinmunitaria, glomerulonefritis creciente, sindrome antifosfolipidos, insuficiencia cardiaca inducida por
anticuerpos, purpura trombocitopénica, anemia hemolitica autoinmunitaria, autoinmunidad cardiaca en enfermedad
de Chagas y autoinmunidad de anti-linfocitos T auxiliares. Se incluyen también endocarditis, o infeccion de las
valvulas cardiacas con diseminacion de pequefios grupos de bacterias a través del torrente sanguineo, flebitis o
vasculitis, inflamacién de una o mas venas y tromboflebitis, inflamaciéon venosa relacionada con un trombo. La
tromboflebitis puede producirse repetidamente en diferentes lugares, y entonces se refiere como tromboflebitis
migrante o tromboflebitis migradora. La flebitis puede asociarse con diversas causas, tales como infeccion
bacteriana, exposicién a agentes quimicos, tales como soluciones irritantes o vesicantes, traumatismo fisico por
puncién de la piel tal como el movimiento de una canula en una durante la insercién, medicamentos tales como
Celebrex, Olancepina, antidepresivos y otros, y consumo abusivo de alcohol. Algunas realizaciones de la presente
descripcion pueden referirse al tratamiento o manejo de inflamacion cardiaca causada por uno cualquiera o mas de
entre fiebre reumatica aguda, toxoplasmosis congénita, infeccion prenatal por enterovirus, enfermedad de Lyme y
fiebre reumatica.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a la reduccién de respuestas y afecciones inflamatorias
asociadas con el higado o la vesicula biliar, que incluye inflamacién hepatica aguda y cronica y colecistitis aguda y
cronica. Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas al higado o la vesicula biliar incluyen, sin limitacion,
hepatitis autoinmunitaria, hepatitis virica (por ejemplo, virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis B, virus de la
hepatitis C, virus de la hepatitis D, virus de la hepatitis E, mononucleosis, rubeola, virus de Epstein-Barr y
citomegalovirus), otras causas hepatitis tales como infeccidon bacteriana grave, infecciones amebianas,
medicamentos (por ejemplo, agomelatina, alopurinol, amitriptilina, amiodarona, asatioprina, paracetamol, halotano,
ibuprofeno, indometacina, isoniacida, rifampicina, piracinamida, ketoconazol, loratadina, metotrexato, metildopa,
minociclina, nifedipina, nitrofurantoina, fenitoina, acido valproico, troglitazona, zidovudina), toxinas (por ejemplo,
alcohol, toxinas fungicas) y trastornos metabdlicos (por ejemplo, enfermedad de Wilson, un trastorno del
metabolismo del cobre en el organismo, hemocromatosis, trastorno del metabolismo del hierro en el organismo,
esteatohepatitis no alcohdlica, deficiencia de alfa 1 -antitripsina). Los ejemplos adicionales incluyen enfermedad de
higado graso no alcohdlico, cirrosis tal como cirrosis biliar primaria, ictericia obstructiva, hepatitis isquémica y
enfermedad de la vesicula biliar.
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Algunas realizaciones de la presente descripcién se refieren a la reduccion de respuestas y afecciones inflamatorias
asociadas con el sistema linfatico/inmunitario. Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas con el sistema
linfatico/inmunitario incluyen, sin limitacién, enfermedades autoinmunitarias, tales como enfermedad de Chagas,
trastorno pulmonar obstructivo cronico (EPOC), enfermedad de Crohn, dermatomiositis, diabetes mellitus tipo I,
endometriosis, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré, enfermedad de
Hashimoto, hidradenitis supurativa, enfermedad de Kawasaki, nefropatia IgA, purpura trombocitopénica (idiopatica),
cistitis intersticial, lupus eritematoso, enfermedad del tejido conjuntivo mixta, morfea, miastenia grave, narcolepsia,
neuromiotonia, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, psoriasis, artritis psoriasica, polimiositis, cirrosis biliar primaria,
artritis reumatoide, esquizofrenia, esclerodermia, sindrome de Sjogren, sindrome de la persona rigida, arteritis
temporal, colitis ulcerosa, vitiligo y granulomatosis de Wegener, ademéas de anemia hemolitica autoinmunitaria y
diversas linfoadenopatias.

Se incluyen también afecciones inflamatorias relacionadas con el sistema inmunitario asociadas con el trasplante de
un injerto, tejido, célula u érgano, tal como rechazo del injerto, rechazo del injerto crénico, rechazo del injerto
subagudo, rechazo del injerto hiperagudo, rechazo del injerto agudo y enfermedad del injerto contra el hospedador.
En algunas realizaciones de la presente descripciéon, pueden administrarse polipéptidos AARS a un donante de
trasplante antes o durante la extraccién del tejido. En algunas realizaciones de la presente descripcion, pueden
administrarse polipéptidos de HRS al receptor de un trasplante antes, durante y/o después de la terapia del
trasplante para reducir las complicaciones relacionadas con la inflamacion de la terapia del trasplante. Los ejemplos
de terapias de trasplante incluyen médula 6sea, células madre, sangre periférica, higado, pulmén, corazén, piel y
rifidn, entre otros conocidos en la técnica. Los ejemplos adicionales incluyen afecciones inflamatorias asociadas con
alergias, tales como asma, habones, urticaria, alergia al polen, alergia a los acaros del polvo, alergia a los venenos,
alergia a los cosmeéticos, alergia al latex, alergia quimica, alergia farmacolégica, alergia a la picadura de insectos,
alergia a la caspa animal, alergia a las plantas urticantes, alergia a la hiedra venenosa y alergia alimentaria.

Algunas realizaciones de la presente descripcién se refieren a la reduccion de respuestas y afecciones inflamatorias
asociadas con el sistema urogenital. Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas con el sistema urogenital
incluyen, sin limitacion, inflamaciones, infecciones o canceres de uréter, vejiga, uretra, cuello del Gtero, trompas de
Falopio, ovarios, utero, matriz, vulva, prostata, glandulas bulbouretrales, epididimo, prostata, vesiculas seminales,
testiculos o rifiones. Se incluyen también nefritis intersticial autoinmunitaria, absceso renal (intrarrenal o extrarrenal),
prostatitis aguda, hematuria, uretritis (por ejemplo, por Chlamydia y otras enfermedades de transmision sexual),
enfermedad pélvica inflamatoria (EPI) y absceso prostatico. Se incluye también nefritis asociada con uno o mas de
entre glomerulonefritis, lupus nefritis, nefropatia, gota, venenos o sustancias quimicas (por ejemplo, éter, sulfato de
talio), algunos medicamentos (por ejemplo, piroxicam, candil, gel de feldeno, fensaid, pirox), sindrome de Herrmann,
fiebre amarilla, enfermedades complejas inmunitarias, fiebre tifoidea, estenosis uretral, tuberculosis renal y
glomerulonefritis postestreptocécica.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a la reduccién de respuestas y afecciones inflamatorias
asociadas con el sistema musculoesquelético. Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas con el sistema
musculoesquelético incluyen, sin limitacion, artritis tales como artritis reumatoide y artritis psoriasica, espondilitis
anquilosante, miositis autoinmunitaria, sindrome de Sjogren primario, enfermedad autoinmunitaria de los musculos
lisos, miositis, polimiositis, tendinitis, inflamacién de los ligamentos, inflamacion de los cartilagos, inflamacion de las
articulaciones, inflamacién sinovial, sindrome de tunel carpiano, inflamacién crénica muscular e inflamacion 6sea,
gue incluye inflamacion ésea asociada con osteoporosis y artrosis. Se incluyen también sindrome de Tietze, una
tumefaccién benigna, dolorosa, no supurativa y localizada de las articulaciones costoesternal, esternoclavicular o
costocondral, costocondritis, sindrome esternal, xifoidalgia, subluxacion esternoclavicular espontanea, hiperostosis
esternocostoclavicular, fiboromialgia, tendinitis o bursitis del hombro, artritis gotosa, polimialgia reumatica, lupus
eritematoso, espolones 6seos, fracturas tales como fracturas por estrés, caquexia, sarcopenia, debilidad muscular,
enfermedad por degeneracidon muscular, lesion muscular, mialgia, miopatia de cuerpos de inclusion esporadica,
miopatia por cuerpos de inclusion hereditaria y deficiencia de sarcoglucano. Se incluyen también distrofias
musculares (por ejemplo, DMD), distrofias mioténicas, rabdomidlisis y otras enfermedades inflamatorias musculares
descritas en la presente memoria.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a la reduccién de respuestas y afecciones inflamatorias
asociadas con el sistema endocrino. Los ejemplos de afecciones inflamatorias asociadas con el sistema endocrino
incluyen, sin limitacién, inflamacién, infeccion o cancer asociados con el hipotalamo, la hipdfisis, el tiroides, el
pancreas o las glandulas suprarrenales, enfermedades glandulares tales como enfermedad pancreatica, diabetes
tales como diabetes tipo |, enfermedad tiroidea, enfermedad de Graves, tiroiditis, tiroiditis autoinmunitaria
espontanea, tiroiditis de Hashimoto, mixedema (idiopatico), autoinmunidad ovarica, infertilidad antiespermatozoides
autoinmunitaria, prostatitis autoinmunitaria y sindrome poliglandular autoinmunitario tipo I.
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Algunas realizaciones de la presente descripcién se refieren a la reduccion de respuestas y afecciones inflamatorias
asociadas con tejidos adiposos, un participante activo en la regulacion de los procesos fisioldgicos y patolégicos, que
incluye inflamaciéon inmunitaria, asi como estados inflamatorios asociados con lipodistrofias, laminopatias,
enfermedad de Kawasaki, artritis idiopatica juvenil, enfermedades del almacenamiento de lisosomas y
mucopolisacaridosis.

Los macréfagos son componentes de tejido adiposo y participan activamente en sus actividades. Ademas, la
relacion cruzada entre linfocitos y adipocitos puede conducir a una regulacion inmunitaria. El tejido adiposo produce
y libera diversos factores proinflamatorios y antiinflamatorios, que incluyen las adipocinas leptina, adiponectina,
resistina y visfatina, asi como citocinas y quimiocinas, tales como TNF-alfa, IL-6, proteina quimioatrayente de
monocitos 1 y otras. Las moléculas proinflamatorias producidas por tejido adiposo se han implicado como
participantes activos en el desarrollo de resistencia a la insulina y el aumento del riesgo de enfermedades
cardiovasculares asociadas con la obesidad. En cambio, los niveles reducidos de leptina pueden predisponer a un
aumento de la susceptibilidad a la infeccion causado por respuestas reducidas de linfocitos T en personas con
malnutricion. Se han observado niveles alterados de adipocinas en diversas afecciones inflamatorias (véase, por
ejemplo, Fantuzzi, J Allergy Clin Immunol. 115:911-19, 2005; y Berg y col., Circulation Research. 96:939, 2005).

Los polipéptidos de HRS también pueden emplearse para tratar o manejar inflamacion asociada con
hipersensibilidad. Los ejemplos de dichas afecciones incluyen hipersensibilidad tipo |, hipersensibilidad tipo I,
hipersensibilidad tipo I1ll, hipersensibilidad tipo IV, hipersensibilidad inmediata, hipersensibilidad mediada por
anticuerpos, hipersensibilidad mediada por complejo inmunitario, hipersensibilidad mediada por linfocitos T e
hipersensibilidad de tipo retardado.

Los polipéptidos de HRS pueden emplearse también para tratar o manejar afecciones autoinflamatorias. Los
ejemplos de afecciones autoinflamatorias incluyen fiebre mediterranea familiar, sindrome periddico asociado a
receptor TNF (TRAPS), sindrome hiper-IgD (HIDS), enfermedades relacionadas con CIASI tales como sindrome de
Muckle-Wells, sindrome autoinflamatorio frio familiar y enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio neonatal,
sindrome PAPA (artritis estéril pidgena, pioderma gangrenoso, acné) y sindrome de Blau.

Los polipéptidos de HRS pueden emplearse para tratar o manejar inflamaciéon asociada con diversos canceres. Los
ejemplos de dichos canceres incluyen, sin limitacion, cancer de préstata, cancer de mama, cancer de colon, cancer
rectal, cancer de pulmdn, cancer ovarico, cancer testicular, cancer de estdbmago, cancer de vejiga, cancer de
pancreas, cancer de higado, cancer de rifién, cancer cerebral, melanoma, cancer de piel no de melanoma, cancer de
huesos, linfoma, leucemia, cancer de tiroides, cancer de endometrio, mieloma mudltiple, leucemia mieloide aguda,
neuroblastoma, glioblastoma y linfoma no hodgkiniano.

Tal como se indica anteriormente, algunas realizaciones de la presente descripcién pueden emplear polipéptidos de
HRS para modular la inflamacién sistémica, por ejemplo para reducir o tratar la inflamacién sistémica. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, la inflamacién sistémica puede asociarse con el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS), una afeccién inflamatoria de todo el cuerpo con diversas causas potenciales. El SRIS
puede caracterizarse o identificarse de acuerdo con técnicas diagnésticas rutinarias. A modo de ejemplo no
limitativo, el SRIS puede identificarse por la presencia de dos o mas de entre los siguientes aspectos: (i) una
temperatura corporal que es inferior a 36°C o superior a 38°C, (ii) una frecuencia cardiaca que es superior a 90
latidos por minuto, (iii) taquipnea (frecuencia respiratoria alta), con mas de 20 respiraciones por minuto; o una
presion parcial arterial de diéxido de carbono inferior a 4,3 kPa (32 mmHg), y (iv) recuento leucocitario inferior a
4.000 células/mm?® (4 x 10° células/L) o superior a 12.000 células/mm? (12 x 10° células/L); o la presencia de mas del
10% de neutréfilos inmaduros (formas de banda).

El SRIS se clasifica en sentido extenso como infeccioso o no infeccioso. En sentido muy general, el SRIS infeccioso
se asocia con sepsis, un estado inflamatorio de todo el organismo combinado con una infecciébn conocida o
sospechada, que incluye bacteriemia, viremia, parasitemia y sindrome de shock téxico. La sepsis puede asociarse
con una amplia variedad de agentes infecciosos, que incluyen, sin limitacion, bacterias tales como Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Listeria monocytogenes, Staphylococcus negativo a la
coagulasa, Staphylococcus aureus, Klebsiella species, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter species, S.
agalactiae, Serratia species, Acinetobacter species, Streptococcus neumoniae, Salmonella species y Neisseria
meningitidis; virus tales como rubeola, citomegalovirus, herpes simple y virus de la varicela; parasitos tales como los
de la infeccion paltdica (por ejemplo, Plasmodium falciparum), tripanosomiasis y filariasis; y hongos tales como
Candida species, Aspergillus species, Histoplasma species, Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitidis y Pneumocystis carinii. En algunos casos, las infecciones en los pulmones (por ejemplo,
neumonia), la vejiga y los rifiones (por ejemplo, infecciones de las vias urinarias), la piel (por ejemplo, celulitis), el
abdomen (por ejemplo, apendicitis) y otras zonas (por ejemplo, meningitis) pueden difundirse y producir sepsis. Los
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polipéptidos de HRS pueden usarse para modular la inflamacion asociada con cualquiera de estos agentes
infecciosos, ya esté presente la sepsis 0 no.

El SRIS no infeccioso puede asociarse con traumatismo, quemaduras, pancreatitis, isquemia, hemorragia,
complicaciones quirdrgicas, insuficiencia suprarrenal, embolia pulmonar, aneurisma aértico, taponamiento cardiaco,
anafilaxis y sobredosis de farmacos, entre otros. El SRIS se complica a menudo por el fallo de uno o méas érganos o
sistemas organicos, que incluyen los descritos en la presente memoria. Los ejemplos especificos incluyen lesion
pulmonar aguda, lesién renal aguda, shock y sindrome de disfuncién multiorganica, entre otros. Normalmente, el
SRIS se trata centrandose en el problema subyacente (por ejemplo, reposicion de liquidos adecuada para
hipovolemia, IVF/NPO para pancreatitis, epinefrina/esteroides/benadril para anafilaxis). En algunos casos, el selenio,
la glutamina y el acido eicosapentanoico han mostrado efectividad en la mejoria de los sintomas de SRIS, y
antioxidantes como la vitamina E también pueden ser de utilidad. Por ello, los polipéptidos de HRS pueden usarse
para tratar o manejar el SRIS y las complicaciones de SRIS, en solitario 0 en combinacién con otras terapias.

La inflamacién sistémica también puede asociarse con una "tormenta de citocinas”, una peligrosa reaccion
inmunitaria causada por un bucle de retroalimentacién positivo entre citocinas y células inmunitarias, que produce
niveles muy elevados de diversas citocinas. En algunos casos, la tormenta de citocinas (hipercitocinemia) incluye la
liberacion sistémica de numerosos mediadores inflamatorios conocidos tales como citocinas, radicales libres de
oxigeno y factores de coagulacion). Se incluyen niveles elevados de citocinas proinflamatorias tales como TNF-alfa,
IL-1 e IL-6, y citocinas antiinflamatorias tales como antagonistas de receptores de IL-10 e IL-1. Las tormentas de
citocinas pueden producirse en diversas enfermedades infecciosas y no infecciosas que incluyen enfermedad del
injerto contra el hospedador (EICH), sindrome agudo de distrés respiratorio (SADR), sepsis, gripe aviar, varicela y
SRIS. La tormenta de citocinas puede ser inducida también por ciertos medicamentos. El tratamiento incluye OX40
IG, que reduce las respuestas de los linfocitos T, los inhibidores ACE, los bloqueantes de los receptores de
angiotensina Il, los corticoesteroides, el genfibrocilo, materiales trampa de radicales libres y bloqueantes TNF-a. Por
consiguiente, los polipéptidos de HRS pueden emplearse para tratar 0 manejar tormentas de citocinas, en solitario o
en combinacién con otras terapias.

Algunas realizaciones de la presente descripcidon pueden emplear polipéptidos de HRS para reducir uno cualquiera o
mas de entre inflamacion granulomatosa, inflamacién fibrinosa, inflamaciéon purulenta, inflamaciéon serosa o
inflamacién ulcerosa. La inflamacién granulomatosa se caracteriza por la formacion de granulomas, normalmente
resultantes de una respuesta a agentes infecciosos tales como tuberculosis, lepra y sifilis. La inflamacion fibrinosa
procede de un aumento importante en la permeabilidad vascular, que permite el paso de la fibrina a través de los
vasos sanguineos. Si existe un estimulo procoagulador apropiado, tal como una célula cancerosa, se deposita un
exudado fibrinoso. Este proceso se observa comunmente en las cavidades serosas, donde la conversion de
exudado fibrinoso en una cicatriz puede producirse entre las membranas serosas, lo que limita su funcion. La
inflamacién purulenta procede de la formacion de una gran cantidad de pus, que consiste en neutrdéfilos, células
muertas Y fluidos. La infeccion por bacterias pidgenas tales como estafilococos es caracteristica de esta clase de
inflamacién. Las acumulaciones grandes y localizadas de pus confinadas por tejidos circundantes reciben el nombre
de abscesos. La inflamacion serosa se caracteriza por la efusion abundante de un liquido seroso no viscoso,
producido cominmente por células mesoteliales de membranas serosas, pero también puede proceder de plasma
sanguineo. Los ejemplos de este tipo de inflamacién incluyen ampollas en la piel. La inflamacion ulcerosa, que
normalmente se produce cerca de un epitelio, produce la pérdida necrética de tejido de la superficie, con lo que deja
expuestas las capas inferiores de tejido. La ulterior excavacion del epitelio se conoce como Ulcera.

Los polipéptidos de HRS también pueden emplearse en el tratamiento de lesiones fisicas o heridas. Los ejemplos
abrasiones, hematomas, cortes, heridas cortantes, laceraciones, heridas por impacto, conmociones, contusiones,
guemaduras térmica, congelaciones, quemaduras quimicas, quemaduras solares, gangrena, necrosis,
desecaciones, quemaduras por radiacion, quemaduras por radioactividad, inhalacion de humos, musculos
desgarrados, musculos lesionados por traccion, tendones rotos, tendones lesionados por traccién, ligamentos
lesionados por traccién, ligamentos rotos, hiperextensiones, cartilago roto, fracturas éseas, pinzamiento de nervios,
Ulceras y heridas por arma de fuego u otras traumaticas.

Los polipéptidos de HRS también pueden emplearse para tratar o manejar inflamacién idiopatica o inflamacién de
etiologia desconocida. Se incluyen también terapias de combinacién, en las que se administran uno o mas
polipéptidos AARS o se utilizan en combinacion con una o mas de otras terapias para cualquiera de las
enfermedades o afecciones inflamatorias descritas en la presente memoria, que incluyen aquellas terapias que estan
disponibles cominmente y son conocidas en la técnica. Los ejemplos de terapias de combinacion incluyen el uso de
agentes antiinflamatorios estandar tales como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), derivados
antiinflamatorios selectivos inmunitarios (AINEIm) y esteroides (por ejemplo, corticoesteroides), antiinfecciosos tales
como antibiéticos y agentes antiviricos, antioxidantes, citocinas, agentes quimioterapéuticos y otras terapias
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anticancerosas, y terapias inmunosupresoras.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la presente descripcion se refiere en general a procedimientos
y composiciones para facilitar la eliminacion extracorpérea de anticuerpos endoégenos usando polipéptidos de HRS
unidos a un soporte solido biocompatible.

La eliminacién especifica de anticuerpos circulantes por inmunoadsorcion extracorpdrea que emplean un antigeno
inmovilizado ha sido descrita por varios investigadores. Véase en general Kohler y col., (2011) J Clin Apher. (6):347-
55; Muller y col., (2012) Dermatology; 224(3):224-7; Koziolek y col., (2012) J Neuroinflammation. 9(1):80; Bontadi y
col., (2012) J Clin Apher. doi: 10.1002/jca.21229; Westermann y col., (2012) J Dermatol. 39(2):168-71. Por otra parte
este enfoque se ha comercializado con éxito como un sistema viable para eliminar especificamente anticuerpos
circulantes, tal como se ilustra mediante columnas de inmunoadsorcién comercializadas con los nombres de marca
Prosorba®, Immunosorba®, comercializada por Fresenius, St. Wendel, Alemania, y Selesorb® comercializada por
Kaneka, Wiesbaden, Alemania.

En inmunoadsorcién extracorporea, los anticuerpos circulantes son eliminados de forma extracorporea usando una
columna inmunoadsorbente especifica para el anticuerpo endégeno. La sangre del paciente es extraida de forma
continua o discontinua, separada en sus componentes celulares y en plasma, y el plasma se perfunde a través del
material inmunoadsorbente para eliminar el anticuerpo. El plasma y los componentes celulares tratados de la sangre
se reinfunden a continuacion en el paciente, de forma separada o simultdnea. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, la inmunoadsorcion extracorporea de acuerdo con la presente descripcion puede realizarse
inmediatamente antes de la administracion de un polipéptido de HRS.

Por consiguiente algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a procedimientos para
inmunoadsorcién extracorporea de anticuerpos anti-histidil-tRNA sintetasa a partir de un fluido corporal extracelular,
que comprende las etapas de: (a) suministro del fluido corporal extracelular que se ha obtenido de un sujeto, (b)
puesta en contacto del fluido corporal extracelular con un soporte solido biocompatible que tiene al menos un
polipéptido de HRS unido al mismo, capturando asi los anticuerpos anti-HRS, y (c) reinfusion del fluido corporal
extracelular de la etapa (b) en el sujeto.

Se incluyen también composiciones inmunoadsorbentes destinadas a su uso en la eliminacién de los anticuerpos
anti-HRS del fluido corporal de un sujeto, que comprende un soporte sélido biocompatible que tiene al menos un
polipéptido de HRS unido al mismo.

En general, en cualquiera de estos procedimientos y composiciones inmunoadsorbentes, los fluidos corporales se
obtienen, manejan y reinfunden en condiciones asépticas usando procedimientos y sistemas que son bien conocidos
para un experto en la materia. Por ejemplo, la sangre se extrae por medio de una aguja que se introduce, por
ejemplo, en una vena periférica conectada por medio de un tubo adecuado al recipiente que contiene el soporte
sélido biocompatible y se reinfunde en el paciente por medio de un tubo de entrada conectado con una aguja
introducida en otra vena. En situaciones donde deben extraerse grandes volimenes del sujeto, la sangre puede
extraerse, por ejemplo, de la vena subclavia.

La sangre o el plasma se pondran en contacto con el soporte sélido biocompatible en condiciones que favorecen la
unién entre los anticuerpos y los polipéptidos de HRS unidos al soporte. Se dispone de columnas y sistemas de
perfusién adecuados para adsorcidon extracorporea comercializados, por ejemplo por Fresenius, St. Wendel,
Alemania. Normalmente se usan temperaturas de contacto en el intervalo de 35°C a aproximadamente 40°C. El
tiempo de contacto estara en el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 horas. A continuaciéon se
recoge la parte no unida de la sangre o el plasma para su reintroduccion en el paciente o bien puede reintroducirse
directamente de manera continua. La valoracion de anticuerpos Jo-1 del sujeto puede supervisarse a continuacién
mediante inmunoensayo antes y/o después del procedimiento para supervisar la eficiencia del procedimiento.

Opcionalmente, a la sangre puede afadirsele una sustancia de anticoagulacién tal como citrato de sodio, heparina o
dextrano cuando se extrae del cuerpo con el fin de prevenir la coagulaciéon de la sangre. El dextrano reduce la
viscosidad de la sangre y, en combinacién con la adicion de solucién salina, asegura un aumento de la distancia
entre las células de la sangre y las plaguetas de la sangre. Dichos anticoagulantes pueden afiadirse en cantidades
suficientes para la no coagulacion de la sangre. Antes de reinfundir la sangre tratada en el sujeto puede reducirse el
efecto de anticoagulacion, por ejemplo, de la heparina con la cantidad apropiada de heparinasa, protamina y/o
vitamina K, etc.

Para reducir el riesgo de embolia, pueden adoptarse precauciones para evitar que las particulas del medio de
adsorcion entren en el paciente con la reinfusién. Por consiguiente normalmente se emplea un dispositivo de captura
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de particulas en sentido descendente con respecto al recipiente del medio de adsorcion para eliminar cualquier
particula residual del resto del fluido corporal antes de su devolucion al paciente. El dispositivo de captura de
particulas puede ser un filtro o una malla que tiene aberturas de un tamafio tal que retiene cualquier material de
particulas del medio de adsorcién mientras que deja pasar a su través las entidades adsorbidas del fluido corporal.
La perfusion de sangre extracorpdrea puede realizarse de manera continua, o alternativamente, pueden extraerse
volumenes discretos de sangre del paciente, tratarse tal como se describe anteriormente y devolver el plasma y los
componentes celulares de la sangre tratados al paciente después de completar el tratamiento.

Como soportes solidos biocompatibles sera adecuada una amplia variedad de materiales, destinados a su uso en
cualquiera de estos procedimientos y composiciones inmunoadsorbentes, e idealmente, la matriz de soporte sera
mecanicamente fuerte, suficientemente hidréfila para evitar la unién no especifica de proteinas, estable y compatible
con la sangre y otras soluciones acuosas. Los materiales de matrices biocompatibles adecuados incluyen, por
ejemplo, polimeros naturales y sintéticos, polisacaridos, poliamidas, perlas de vidrio, silice en particulas, vidrio
poroso, silice, resinas, matrices sintéticas que incluyen derivados de acrilamida, derivados de metacrilamida o
derivados de poliestireno, etc., en diversas formas que incluyen perlas, forma fibrosa, laminas o fibras huecas.

Los polimeros de ejemplo incluyen polisacaridos naturales y sintéticos y otros polimeros basados en hidratos de
carbono, que incluyen agar, alginato, carragenano, goma guar, goma arabiga, goma ghatti, goma de tragacanto,
goma de karaya, goma garrofin, goma de xantano, agarosas, celulosas, pectinas, mucinas, dextranos, almidones,
heparinas, quitosanos, hidroxialmidones, hidroxipropilalmidones, carboximetilalmidones, hidroxietilcelulosas,
hidroxipropilcelulosas y carboximetilcelulosas. Los polimeros y mondmeros organicos sintéticos que producen
polimeros incluyen polimeros acrilicos, poliamidas, poliimidas, poliésteres, poliéteres, compuestos poliméricos de
vinilo, polialquenos y derivados sustituidos de los mismos, asi como copolimeros que comprenden mas de una de
estas funcionalidades de polimeros, y derivados sustituidos de los mismos; y mezclas de los mismos.

En cualquiera de estos procedimientos y composiciones extracorporeos, los polipéptidos de HRS estan normalmente
unidos por enlaces covalentes al soporte sélido biocompatible, y los procedimientos estandar para acoplar proteinas
tales como los polipéptidos de HRS son bien conocidos para los expertos en la materia (véase, por ejemplo Affinity
Chromatography, Principles and Methods (Pharmacla-LKB), Dean, P.G., y col., ed., 1985, Affinity Chromatography: A
practical approach, IRL Press, Oxford, y Scouten, W.H., 1981, Affinity Chromatography, Wiley Intersclence, Nueva
York), "Immovilized Affinity Ligand Techniques" de Hermanson y col., Academic Press, Inc., San Diego, 1992). El
soporte sélido biocompatible puede derivatizarse (activarse) para formar una sustancia reactiva que puede
reaccionar con uno o mas grupos quimicos funcionales en el polipéptido de HRS, formando asi un enlace quimico
covalente para acoplar el polipéptido de HRS al soporte sélido biocompatible. Asi, los materiales que comprenden
grupos hidroxilo, amino, amida, carboxilo o tiol pueden ser activados y derivatizados usando distintas sustancias
quimicas de activacion, por ejemplo, sustancias quimicas tales como bromuro de cian6geno, divinilsulfona,
epiclorohidrina, bisepoxiranos, dibromopropanol, dialdehido glutarico, anhidridos de carbodiimidas, hidracinas,
peryodatos, benzoquinonas, triacinas, tosilatos, tresilatos y/o iones de diazonio, etc.

Los soportes soélidos biocompatibles de ejemplo especificos destinados a su uso en cualquiera de estos
procedimientos y composiciones incluyen por ejemplo CNBr-Sefarosa, celulosas, tales como Sefarosa activada por
CNBr 4B (Amersham) o agarosa activada por epdxidos (Sigma). Pueden emplearse espaciadores biocompatibles
(como, por ejemplo, sefarosa activada por NHS 4 Fast Flow) o sin (como, por ejemplo, sefarosa activada por CNBr
4B) y estan disponibles comercialmente, y los procedimientos para acoplar dichos materiales con los polipéptidos de
HRS son bien conocidos en la técnica, y pueden optimizarse mediante experimentacion rutinaria basada en las
instrucciones del fabricante.

Los polipéptidos de HRS adecuados para su uso en cualquiera de estos procedimientos y composiciones
extracorpoéreos incluyen cualquiera de los polipéptidos de HRS enumerados en las Tablas 1-9, o deducibles de ellas,
o en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71, 74-153, 160-172 6 176-182, donde el polipéptido de HRS
comprende al menos un epitopo reconocido por un anticuerpo anti-Jo-1. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS se selecciona de entre HRS de longitud completa, HRS(1-506), HRS(2-506) y
HRS(1-60).

Polipéptidos derivados de histidil-tRNA sintetasa

Las realizaciones de la presente descripcion se refieren en general al uso de histidil-tRNA sintetasa derivada de
polipéptidos (polipéptidos de HRS), por ejemplo, como agentes antiinflamatorios, agentes inmunorreguladores o de
bloqueo de anticuerpos o proteinas de sustitucion. Las histidil-tRNA sintetasas pertenecen a la familia de tRNA
sintetasas de clase Il, que tiene tres motivos de secuencia altamente conservados. Las tRNA sintetasas de clase | y
Il son ampliamente reconocidas como responsables de la unién especifica de un aminoacido a su tRNA
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correspondiente en una reaccién en 2 etapas: el aminoacido (AA) es activado primero por ATP para formar AA-AMP
y a continuacion es transferido al extremo aceptor del tRNA. Las histidil-tRNA sintetasas citosélicas de longitud
completa existen normalmente como un homodimero citosélico o como una forma mitocondrial con splicing
alternativa.

Mas recientemente se ha establecido que algunos fragmentos biolégicos, o alternativamente isoformas de splicing
de histidil-tRNA sintetasas eucariotas (fisiocrinas, o polipéptidos de HRS), o en algunos contextos la sintetasa
intacta, modulan ciertas vias de sefalizacion celular, o tienen propiedades antiinflamatorias. Estas actividades, que
son distintas del papel clasico de las tRNA sintetasas en sintesis de proteinas, se denominan colectivamente en la
presente memoria "actividades no candénicas”. Estas fisiocrinas pueden producirse naturalmente mediante splicing o
protedlisis alternativa, y pueden actuar en una forma auténoma en la célula (es decir, dentro de la célula
hospedadora) o en una forma autébnoma no en la célula (es decir, fuera de la célula hospedadora) para regular una
diversidad de mecanismos homeostaticos. Por ejemplo, tal como se indica en la presente descripcion, los
polipéptidos de HRS tales como el fragmento en el extremo N de histidil-tRNA sintetasa (por ejemplo, HRS(1-48),
HRS(1-60)) son capaces, entre otros, de ejercer una sefial antiinflamatoria mediante el bloqueo de la migracion de
células inflamatorias a los sitios de inflamacién activa in vivo. Ademas, algunas mutaciones o deleciones (por
ejemplo, HRS(1-506)) con respecto a la secuencia de polipéptidos de HRS de longitud completa confieren el
aumento de actividades y/o mejora de las propiedades farmacoldgicas, la estabilidad y/ o la homogeneidad en
comparacion con la histidil-tRNA sintetasa de tipo no mutado. En la Tabla D1 se proporcionan las secuencias de
algunos polipéptidos de HRS de ejemplo.

Tabla D1
Polipéptidos de HRS de ejemplo
Nombre Tipo/especie/ Secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos SEQ

residuos ID
NO:

Fisiocrinas en el extremo N
Tipo no mutado Proteina/ MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 1
citosélico de Humana/ AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFK
longitud completa RHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLR
YDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAMTRGRYR
EFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGDFLVKVND
RRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKNEMVG
EKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALE
GLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLL
QTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGL
SIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKL
VSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAGIPLVAIIGEQE
LKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTGQPLCIC
Tipo no mutado Proteina/ MPLLGLLPRRAWASLLSQLLRPPCASCTGAVRCQSQVAEAVL 39
mitocondrial de Humana/ TSQLKAHQEKPNFIIKTPKGTRDLSPQHMVVREKILDLVISCFK
longitud completa RHGAKGMDTPAFELKETLTEKYGEDSGLMYDLKDQGGELLS
LRYDLTVPFARYLAMNKVKKMKRYHVGKVWRRESPTIVQGR
YREFCQCDFDIAGQFDPMIPDAECLKIMCEILSGLQLGDFLIKV
NDRRIVDGMFAVCGVPESKFRAICSSIDKLDKMAWKDVRHE
MVVKKGLAPEVADRIGDYVQCHGGVSLVEQMFQDPRLSQNK
QALEGLGDLKLLFEYLTLFGIADKISFDLSLARGLDYYTGVIYE
AVLLQTPTQAGEEPLNVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGHKVP
CVGLSIGVERIFYIVEQRMKTKGEKVRTTETQVFVATPQKNFL
QERLKLIAELWDSGIKAEMLYKNNPKLLTQLHYCESTGIPLVV
INGEQELKEGVIKIRSVASREEVAIKRENFVAEIQKRLSES
HisRS1N* Proteina/ MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 2
Humana/l- AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFK
141 RHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLR
YDLTVPFARYLAM
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HiSRS1W? Proteina/ MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 3
Humana/l- | AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFK
408 RHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLR
YDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAMTRGRYR
EFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGDFLVKVND
RRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKNEMVG
EKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALE
GLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLL
QTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGL
SIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTE
HiSRS1™ Proteina/ MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 4
Humana/1- AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFK
113 RHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKL
HisRS1V(Resokine Proteina/ MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 5
; SV9; HRS(I-60)) Humana/1-60 | AQLGPDESKQKFVLKTPK
HisRS 1N5) Proteina/ MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 6
Humana/1- AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVIIRCFK
243 + 27aa RHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLR
YDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAMTRGRYR
EFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGDFLVKVND
RRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVGYPWWNSCSRIL
NYPKTSRPWRAWET
Fisiocrinas en el extremo C
Nombre Tipo/especie/ Secuencias de aminoéacidos y acidos nucleicos SEQ
residuos ID
NO:
HisRS1%! Proteina/ RTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNP 7
Humana/405- | KLLNQLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVR
509 REDLVEEIKRRTGOQPLCIC
HisRS1%? Proteina/ MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 8
Humana/1-60 AQLGPDESKQKFVLKTPKDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILS
+ 175-509 SLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDK
VSWEEVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLL
ODPKLSONKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARG
LDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVG
MFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQY
CEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEI
KRRTGOPLCIC
HisRS1%® Proteina/ MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 9
Humana/1-60 | AQLGPDESKQKFVLKTPKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTIC
+211-509 SSVDKLDKVSWEEVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDY VQQHGG
VSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISF
DLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGR
YDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRT
TETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKL
LNQLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRRE
DLVEEIKRRTGOPLCIC
HisRS1%* Proteina/ MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 10
Humana/l- | AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFK

100 + 211-509

RHGAEVIDTPVFELKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVD
KLDKVSWEEVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDY VQQHGGVSLV
EQLLQDPKLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSL
ARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDG
LVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTET
QVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQ
LQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLV
EETIKRRTGOPLCIC
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HisRS1%°

Proteina/
Humana/l-
174 + 211-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKILK
AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVIIRCFK
RHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLR
YDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAMTRGRYR
EFYQCVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEE
VKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKL
SONKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYT
GVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPK
GRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVLVASAQ
KKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAG
IPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTG
QPLCIC

11

HisRS1%°

Proteina/
Humana/1-60
+101-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK
AQLGPDESKQKFVLKTPKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGEL
LSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAMTRG
RYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGDFLVK
VNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKNE
MVGEKGLAPEVADRIGDY VQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNK
QALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYE
AVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVP
CVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVLVASAQKKLLEE
RLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAGIPLVAIL
GEOELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTGOPLCIC

12

HisRS1%’

Proteina/
Humana/l-
100 + 175-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK
AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVIIRCFK
RHGAEVIDTPVFELKDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQI
GDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPK
LSONKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYY
TGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDP
KGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVLVASA
QKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEA
GIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRT
GQPLCIC

13

HisRS1“®

Proteina/
Humana/

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK
AQLGPDESKQKFVLKTPKALEEKIRTTETQVLVASAQKKLLEE

14

1-60 + 399-
509

RLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAGIPLVAII
GEOELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTGOPLCIC

HisRS1%®

Proteina
/Humana/1-
100 + 399-509

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK
AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVIIRCFK
RHGAEVIDTPVFELKALEEKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLK
LVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQYCEEAGIPLVAIIGEQ
ELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTGQPLCIC

15

HisRS1“™

Proteina/
Humana/369-
509

MFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQY
CEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEI
KRRTGOPLCIC

16

Fisiocrinas internas

Nombre

Tipo/especie/
residuos

Secuencias de aminoéacidos y acidos nucleicos

SEQ
ID
NO:

HB?ST

Proteina/

Humana/191-333

CLKIMCEILSSLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTI
CSSVDKLDKVSWEEVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQH
GGVSLVEQLLQDPKLSQONKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDD
KISFDLSLARGLDYYTG

17

Se ha secuenciado una serie de polimorfismos de nucleétidos individuales (SNP9 de la histidil-tRNA sintetasa de

origen natural y variantes de origen natural del gen humano, y en la técnica se sabe que son al menos parcialmente

intercambiables funcionalmente. Varias de estas variantes de histidil-tRNA sintetasa (es decir, SNP de histidil-tRNA
5 sintetasa representativos) se muestran en la Tabla D2.
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Tabla D2

SNP de Histidil-tRNA sintetasa humana

Numero de acceso Cambio de nucledétidos Numero de acceso Gene | Cambio de nucleétidos
Gene Bank Bank
rs193103291 AIG rs186312047 AIG
rs192923161 CIT rs186176857 CIT
rs192784934 AIG rs186043734 CIG
rs192164884 AIG rs185867584 CIT
rs192090865 AIC rs185828130 AIG
rs192015101 AT rs185537686 AIG
r$191999492 AIG rs185440931 CIT
rs191852363 CIT rs185100584 A/C
rs191532032 AIT rs185077558 CIT
rs191391414 CIT rs184748736 CIG
rs191385862 AIG rs184591417 CIT
rs191205977 AIG rs184400035 CIG
rs191104160 AIG rs184098206 CIT
rs190989313 CIG rs183982931 CIT
rs190818970 AIT rs183942045 AIG
rs190476138 CIT rs183854085 AIG
rs190289555 CIT rs183430882 GIT
rs190065567 AIG rs183419967 AIC
rs189624055 CIT rs183366286 AIG
rs189563577 GIT rs183084050 CIT
r$189404434 AIG rs182948878 CIT
r$189268935 AIG rs182813126 AIG
rs189103453 AIT rs182498374 AIG
rs188839103 AIG rs182161259 AIT
rs188766717 AIG rs182119902 CIT
rs188705391 AIG rs182106891 CIT
rs188490030 AIG rs181930530 AIG
rs188345926 CIT rs181819577 AIG
rs188174426 AIG rs181706697 CIT
rs187897435 CIT rs181400061 GIT
rs187880261 AIG rs181240610 GIT
rs187729939 GIT rs181150977 A/C
rs187617985 AIT rs180848617 AIG
rs187344319 CIT rs180765564 AIG
rs187136933 CIT rs151330569 CIG
rs186823043 CIG rs151258227 CIT
rs186764765 CIT rs151174822 CIT
rs186663247 AIG rs150874684 CIT
rs186526524 AIG rs150589670 AIG
rs150274370 CIT rs145059663 CIT
rs150090766 AIG rs144588417 CIT
rs149977222 AIG 1s144457474 AIG
rs149821411 CIT rs144322728 CIT
rs149542384 AIG rs143897456 -/C
rs149336018 CIG rs143569397 GIT
r$149283940 CIT rs143476664 CIT
rs149259830 CIT rs143473232 CIG
rs149241235 CIT rs143436373 GIT
rs149018062 CIT rs143166254 AIG
rs148935291 CIT rs143011702 CIG
rs148921342 -/IA r$142994969 AIG
rs148614030 CIT rs142880704 AIG
rs148584540 CIT rs142630342 AIG
rs148532075 A/IC rs142522782 -IAAAC
rs148516171 CIT rs142443502 CIT
rs148394305 -IAAT rs142305093 CIT

48




ES 2652 136 T3

rs148267541 CIT rs142289599 AIG
rs148213958 CIT rs142088963 AIC
rs147637634 AIG rs141765732 AIC
rs147372931 A/CIG rs141386881 AT
rs147350096 A/C rs141291994 A/G
rs147288996 CIT rs141285041 CIT
rs147194882 GIT rs141220649 CIT
rs147185134 CIT rs141147961 -/C
rs147172925 AIG rs141123446 -IA
rs147011612 CIT rs140516034 AIG
rs147001782 AIG rs140169815 CIT
rs146922029 CIT rs140005970 GIT
rs146835587 A/G rs139699964 CIT
rs146820726 CIT rs139555499 A/G
rs146801682 CIT rs139447495 CIT
rs146571500 GIT rs139364834 -IA
rs146560255 CIT rs139362540 AIG
rs146205151 -/IA rs139300653 -/IA
rs146159952 A/G rs139251223 A/G
rs145532449 CIG rs139145072 AIG
rs145446993 AIG rs138612783 AIG
rs145112012 GIT rs138582560 A/G
rs138414368 A/G rs111863295 CIT
rs138377835 A/G rs111519226 C/G
rs138300828 CIT rs111314092 CIT
rs138067637 CIT rs80074170 AIT
rs138035024 A/G rs79408883 A/C
rs137973748 CIG rs78741041 GIT
rs137917558 AIG rs78677246 AIT
rs117912126 AIT rs78299006 AIG
rs117579809 GIT rs78085183 AIT
rs116730458 CIT rs77844754 CIT
rs116411189 A/IC rs77585983 AIT
rs116339664 CIT rs77576083 AIG
rs116203404 AIT rs77154058 GIT
rs115091892 GIT rs76999025 AIG
rs114970855 AIG rs76496151 CIT
rs114176478 AIG rs76471225 GIT
rs113992989 CIT rs76085408 GIT
rs113720830 CIT rs75409415 AIG
rs113713558 A/IC rs75397255 C/IG
rs113627177 GIT rs74336073 AIG
rs113489608 A/C rs73791750 CIT
rs113408729 GIT rs73791749 AIT
rs113255561 AIG rs73791748 CIT
rs113249111 CIT rs73791747 AIT
rs113209109 A/G rs73273304 CIT
rs113066628 GIT rs73271596 CIT
rs112967222 CIT rs73271594 CIT
rs112957918 AIT rs73271591 AIG
rs112859141 AIG rs73271586 AIT
rs112769834 C/G rs73271585 A/G
rs112769758 A/C rs73271584 AIG
rs112701444 AIC rs73271581 CIT
rs112585944 AIG rs73271578 AIT
rs112439761 A/G rs72800925 GIT
rs112427345 A/C rs72800924 CIT
rs112265354 CIT rs72800922 AIT
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rs112113896 CIG rs72432753 -IA
rs112033118 CIT rs72427948 -IA
rs112029988 A/G rs72388191 -IA
rs72317985 -IA rs6873628 CIT
rs71583608 GIT rs5871749 -/IC
rs67251579 -IA rs4334930 AIT
rs67180750 -IA rs3887397 AIG
rs63429961 AT rs3776130 A/C
rs61093427 CIT rs3776129 CIT
rs61059042 -IA rs3776128 AIG
rs60936249 -IAAT rs3177856 AIC
rs60916571 -IA rs2563307 AIG
rs59925457 CIT rs2563306 A/G
rs59702263 -IA rs2563305 CIT
rs58302597 CIT rs2563304 AIG
rs57408905 AIT rs2530242 CIG
rs35790592 A/IC rs2530241 AIG
rs35609344 -IA 12530240 A/G
rs35559471 -/IA rs2530239 AIG
rs35217222 -/IC rs2530235 AIC
rs34903998 -IA rs2230361 CIT
rs34790864 C/G rs2073512 CIT
rs34732372 CIT rs1131046 CIT
rs34291233 -/C rs1131045 C/G
rs34246519 -IT rs1131044 CIT
rs34176495 -/IC rs1131043 CIG
rs13359823 A/G rs1131042 A/C
rs13180544 A/C rs1131041 CIG
rs12653992 A/C rs1131040 A/G
rs12652092 AIG rs1131039 CIT
rs11954514 A/IC rs1131038 AIG
rs11745372 CIT rs1131037 AIG
rs11548125 AIG rs1131036 AIG
rs11548124 CIG rs1131035 CIT
rs11344157 -/IC rs1131034 AIG
rs11336085 -IA rs1131033 AIG
rs11318345 -/IA rs1131032 AIG
rs11309606 -IA rs1089305 A/G
rs10713463 -IA rs1089304 AIC
rs7706544 CIT rs1065342 AIC
rs7701545 AIT rs1050252 CIT
rs6880190 CIT rs1050251 AT
rs1050250 AIG rs145769024 -
/AAACAAAACAAAACA
(SEQ ID NO: 154)
rs1050249 CIT rs10534452 -IAAAAC
rs1050248 AICIT rs10534451 -/AAACAAAACA (SEQ
ID NO: 155)
rs1050247 CIT rs59554063 -/CAAAACAAAA (SEQ
ID NO: 156)
rs1050246 C/IG rs58606188 -
ICAAAACAAAACAAAA
(SEQ ID NO: 157)
rs1050245 CIT rs71835204 (LARGEDELECION)/-
rs1050222 CIT rs71766955 (LARGEDELECION)/-
rs813897 AIG rs144998196 -/AAACAAAACA (SEQ
ID NO: 158)
rs812381 C/IG rs68038188 -/ACAAAACAAA (SEQ
ID NO: 159)
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rs811382 CIT rs71980275 -IAAAAC
rs801189 CIT rs71848069 -IAAAC
rs801188 A/C rs60987104 -/AAAC
rs801187 AT rs801185 CIT
rs801186 A/G rs702396 C/G

Ademas en otras especies existen homologos y ortélogos del gen humano, tal como se recoge en la Tabla D3, y asi

seria rutinario seleccionar una variante de aminoacidos o nucleétidos de origen natural en un SNP, u otro homologo

de origen natural en lugar de cualquiera de las secuencias de polipéptidos de HRS humanos enumeradas en las
5 Tablas D1, D4-D6 o D8.

51



ES 2652 136 T3

Tabla D3

Homoélogos de histidil-tRNA sintetasa humana

Tipo/especie/
residuos

Secuencias de aminoacidos

SEQ ID
NO:

Mus musculus

MADRAALEELVRLQGAHVRGLKEQKASAEQIEEEVTKLLKLKAQLGQDE
GKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFEL
KETLTGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGQFDPMIPDAECLKIMCEILS
SLQIGNFLVKVNDRRILDGMFAVCGVPDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVK
NEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQAVEG
LGDLKLLFEYLILFGIDDKISFDLSLARGLDY YTGVIYEAVLLQMPTQAGE
EPLGVGSIAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEAS
EEKVRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLN
QLQYWEEAGIPLVAIIGEQELRDGVIKLRSVASREEVDVRREDLVEEIRRR
TNQPLSTC

18

Canis lupus
familiaris

MAERAALEELVRLQGERVRGLKQQKASAEQIEEEVAKLLKLKAQLGPDE
GKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVIISCFKRHGAEVIDTPVFEL
KETLTGKYGEDSKLIYDLKDOGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKI TNIKR

19

YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGQFDPMIPDAECLEIMCEILR
SLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVPDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKN
EMVGEKGLAPEVADHIGDYVQQHGGISLVEQLLQDPELSQNKQALEGLG
DLKLLFEYLTLFGIADKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPVQAGEEP
LGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEATE
EKVRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWNAGIKAELLYKKNPKLLN
QLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVASREEVDVPREDLVEEIKRRT
SQPFCIC

Bos taurus

MADRAALEDLVRVQGERVRGLKQQKASAEQIEEEVAKLLKLKAQLGPDE
GKPKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIISCFKRHGAEVIDTPVFELK
ETLTGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRY
HIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGQFDPMLPDAECLKIMCEILS
SLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVPDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKN
EMVGEKGLAPEVADRIGDY VQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGLG
DLKLLFEYLTLFGIADKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQPPARAGEEPL
GVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEE
KVRTTETQVLVASAQKKLLEERLKIISELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEETGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVASREEVDVR REDLVEEIKR
RTSQPLCIC

20

Rattus
norvegicus

MADRAALEELVRLQGAHVRGLKEQKASAEQIEEEVTKLLKLKAQLGHDE
GKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFEL
KETLTGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGQFDPMIPDAECLKIMCEILS
SLQIGNFQVKVNDRRILDGMFAVCGVPDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVK
NEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQAVEG
LGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQMPTQAGE
EPLGVGSIAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQKLEAS
EEKVRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLISELWDAGIKAELLYKKNPKLLN
QLQYCEEAGI PLVAIIGEQE LKDGVIKLRSVTSREEVDVR REDLVEEIRR
RTSOPLSM

21

Gallus gallus

MADEAAVRQQAEVVRRLKQDKAEPDEIAKEVAKLLEMKAHLGGDEGKH
KFVLKTPKGTRDY GPKQMAIRERVFSAITACFKRHGAEVIDTPVFELKETL
TGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKITNIKRYHIA
KVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGQFDPMIPDAECLKIVQEILSDLQ
LGDFLIKVNDRRILDGMFAVCGVPDSKFRTICSSVDKLDKMPWEEVRNEM
VGEKGLSPEAADRIGEY VQLHGGMDLIEQLLQDPKLSQNKLVKEGLGDM
KLLFEYLTLFGITGKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQOQNDHGEESVSV
GSVAGGGRYDGLVGMFDPKGR KVPCVGISIGIERIFSILEQRVEASEEKIR
TTETQVLVASAQKKLLEERLKLISELWDAGIKAEVLYKKNPKLLNQLQYC
EDTGIPLVAIVGEQELKDGVVKI RVVATGEEVNIRRESLVEEIRRRTNQL
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Danio rerio MAALGLVSMRLCAGLMGRRSAVRLHSLRVCSGMTISQIDEEVARLLQLK 23
AQLGGDEGKHVFVLKTAKGTRDYNPKQMAIREKVFNITINCFKRHGAETI
DSPVFELKETLTGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMN
KITNIKRYHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGQYDAMIPDAECL
KLVYEILSELDLGDFRIKVNDRRILDGMFAICGVPDEKFRTICSTVDKLDKL
AWEEVKKEMVNEKGLSEEVADRIRDYVSMQGGKDLAERLLQDPKLSQS
KQACAGITDMKLLFSYLELFQITDKVVFDLSLARGLDYYTGVIYEAILTQA
NPAPASTPAEQNGAEDAGVSVGSVAGGGRYDGLVGMFDPKAGKCPVWG
SALALRGSSPSWSRRQSCLQRRCAPLKLKCLWLQHRRTF

Por consiguiente, en cualquiera de los procedimientos, composiciones diagnésticos, composiciones terapéuticas y
kits descritos en la presente memoria, los términos "polipéptido de HRS”, "proteina de HRS” o "fragmento de
proteina de HRS" incluyen todas las formas sintéticas y de origen natural de la histidil-tRNA sintetasa que
comprenden al menos un epitopo que experimenta una reaccion cruzada especificamente con un autoanticuerpo o
un linfocito T autorreactivo de una enfermedad asociada con autoanticuerpos una histidil-tRNA sintetasa, o posee
una actividad no canénica. Dichos polipéptidos de HRS incluyen la proteina humana de longitud completa, asi como
los péptidos HRS derivados de la proteina de longitud completa enumerados en la Tabla D1, asi como de origen
natural, y otras variantes, por ejemplo tal como se describe en o puede deducirse de las Tablas D2-D9. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, el término polipéptido de HRS se refiere a una secuencia de polipéptidos
derivados de histidil-tRNA sintetasa humana (SEQ ID NO: 1 en la Tabla D1) de aproximadamente 50 a
aproximadamente 250 aminoéacidos de longitud.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS no compite significativamente por
autoanticuerpos asociados a la enfermedad que se unen a histidil-tRNA sintetasa de tipo no mutado en un ensayo
ELISA competitivo hasta una concentracién de aproximadamente 1 a 5 x 10" M, o superior. Por consiguiente en
algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una menor afinidad al autoanticuerpo
asociado a la enfermedad que la histidil-tRNA sintetasa de tipo no mutado (SEQ ID NO: 1) tal como se mide en un
ensayo ELISA competitivo. En algunas realizaciones de la presente descripcién, el polipéptido de HRS tiene una
afinidad aparente por el autoanticuerpo asociado a la enfermedad que es al menos aproximadamente 10 veces
menor, 0 al menos aproximadamente 20 veces menor, o al menos aproximadamente 50 veces menor, o al menos
aproximadamente 100 veces menor que la afinidad del autoanticuerpo asociado a la enfermedad humano no mutado
(SEQ ID NO: 1).

Polipéptidos de HRS modificados y variantes

Asi todos estos homologos, ortologos e isoformas sintéticas o de origen natural de histidil-tRNA sintetasa (por
ejemplo, cualquiera de las proteinas o sus acidos nucleicos correspondientes recogidos en las Tablas D1-D9 o
deducibles a partir de ellas) se incluyen en cualquiera de los procedimientos, kits y composiciones descritos en la
presente memoria. En algunos aspectos de la presente descripcion, dichos polipéptidos de HRS conservan al menos
un epitopo que experimenta una reaccién cruzada especificamente con un autoanticuerpo o linfocito T autorreactivo
de un sujeto con una enfermedad asociada con autoanticuerpos para histidil-tRNA sintetasa y/o poseen una
actividad no canénica. Los polipéptidos de HRS pueden estar en su forma natural, es decir, como diferentes
variantes dado que aparecen en la naturaleza en diferentes especies que puede verse como variantes
funcionalmente equivalentes de la histidil-tRNA sintetasa humana, o pueden ser derivados naturales funcionalmente
equivalentes de las mismas, que pueden diferir en su secuencia de aminoacidos, por ejemplo, por truncamiento (por
ejemplo, del extremo N o C o ambos) u otras deleciones, adiciones, inserciones, sustituciones, o modificaciones
postraduccionales de aminoacidos. Los derivados quimicos de origen natural, que incluyen modificaciones
postraduccionales y productos de degradacion de cualquier polipéptido de HRS, también se incluyen
especificamente en cualquiera de los procedimientos y composiciones descritos en la presente memoria lo que
incluye, por ejemplo, variantes de piroglutamilo, isoaspartilo, proteoliticas, fosforiladas, glucosiladas, oxidadas,
isomerizadas y desaminadas de un polipéptido de HRS. Los polipéptidos de HRS también pueden estar compuestos
por aminoacidos de origen natural y/o aminoacidos de origen no natural, tal como se describe en la presente
memoria.

Ademas de los péptidos que consisten sélo en aminoacidos de origen natural, se proporcionan también
peptidomiméticos o analogos de péptidos. Los analogos de péptidos se utilizan normalmente en la industria
farmacéutica como farmacos no peptidicos con propiedades analogas a las de los péptidos de plantilla. Estos tipos
de compuestos no peptidicos se denominan "miméticos de péptidos” o "peptidomiméticos” (Luthman, y col., 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, y col., J. Med. Chem. 30:229 (1987)). Un peptidomimético es una molécula
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gue emula la actividad biolégica de un péptido pero no tiene ya una naturaleza quimica peptidica. Los compuestos
peptidomiméticos son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n° 6.245.886. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, los polipéptidos de HRS pueden estar compuestos parcial o
totalmente por aminoacidos D, por ejemplo, para aumentar la resistencia a la degradacién de proteinas in vivo
(véase, por ejemplo, Wade y col., PNAS USA. 87:4761-4765, 1990; Hayry y col., FASEB Journal. 9:1336-44, 1995;
Van Regenmortel y Muller, Curr. Opin. Biotechol. 9:377-82, 1998; Navab y col., Circulation. 105:290-292, 2002; Tugyi
y col.,, PNAS USA. 102:412-418, 2005; y la solicitud de EE.UU. n° 2004/00.086.988; véase también Taylor y col.,
Biochemistry. 49:3261-72, 2010; sobre retro-inverso-D-péptidos; y véase también Dedkova y col., Biochemistry.
45:15541-51, 2006 sobre ribosomas bacterianos modificados que son capaces de producir proteinas recombinantes
con aumento de aminoacidos D).

En la técnica se sabe modificar sintéticamente las secuencias de proteinas o péptidos, mientras se conserva su
actividad util, y esto puede conseguirse usando técnicas que son estandar en la técnica y que se ha descrito
ampliamente en la bibliografia, por ejemplo, mutagenia aleatoria o dirigida al sitio, escisién y ligado de acidos
nucleicos, o por medio de la sintesis quimica o modificacion de aminoacidos o cadenas de polipéptidos. De forma
similar dentro del alcance de la técnica se encuentra la capacidad de dirigir y/o mitigar los problemas de
inmunogenicidad si aparecen usando un polipéptido de HRS o una variante del mismo, por ejemplo, usando
programas de reconocimiento informatico automatizados para identificar epitopos potenciales de linfocitos T, y
enfoques de evolucidn dirigida para identificar menos formas inmunégenas.

Tal como se indica anteriormente, las realizaciones de la presente descripcion incluyen todos los homdlogos,
ortélogos e isoformas de origen natural de histidil-tRNA sintetasa (por ejemplo, cualquiera de las proteinas recogidas
en las Tablas D1-D9 o deducibles a partir de ellas, o sus acidos nucleicos correspondientes), y "variantes" de estos
polipéptidos de HRS de referencia. El término “variante” de polipéptido se refiere a polipéptidos que se distinguen de
un polipéptido de HRS de referencia por la adicién, delecién y/o sustitucion de al menos un residuo de aminoacidos,
y que normalmente conservan (por ejemplo, emulan) o modulan (por ejemplo, antagonizan) una o0 mas actividades
no canodnicas de un polipéptido de HRS de referencia. Las variantes incluyen también polipéptidos que se han
modificado mediante la adicién, delecién y/o sustitucién de al menos un residuo de aminoacidos para tener una
estabilidad u otras propiedades farmacéuticas mejoradas.

En algunas realizaciones de la presente descripcidn, una variante de polipéptido se distingue de un polipéptido de
referencia por una 0 mas sustituciones, que pueden ser conservadoras 0 no conservadoras, tal como se describe en
la presente memoria y se conoce en la técnica. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la variante de
polipéptido comprende sustituciones conservadoras y, a este respecto, en la técnica es bien conocido que algunos
aminoacidos pueden cambiarse por otros con propiedades ampliamente similares sin modificar la naturaleza de la
actividad del polipéptido.

Los ejemplos especificos de variantes de polipéptidos de HRS dtiles en cualquiera de los procedimientos y
composiciones de la presente descripcidn incluyen polipéptidos de HRS de longitud completa, o truncamientos o
variantes de splicing de los mismos (por ejemplo, cualquiera de las proteinas recogidas en las Tablas D1-D9 o
deducibles a partir de ellas) que i) conservan una actividad no canénica detectable y/o conservan al menos un
epitopo que experimenta una reaccion cruzada especificamente con un autoanticuerpo o linfocito T autorreactivo de
un sujeto con una enfermedad asociada con autoanticuerpos para histidil-tRNA sintetasa, y ii) tienen uno o mas de
entre inserciones, sustituciones, deleciones y/o truncamientos de aminoacidos adicionales. En algunas realizaciones
de la presente descripcion, una variante de polipéptido incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente el 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o0 mas de identidad 0 semejanza de secuencias con una secuencia correspondiente de un polipéptido de HRS
de referencia, tal como se describe en la presente memoria, (por ejemplo, SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71, 74-
153, 160-172 6 176-182, o cualquiera de las proteinas recogidas en las Tablas D1-D9 o deducibles a partir de ellas)
y conserva sustancialmente la actividad no candnica de ese polipéptido de referencia. Se incluyen también
secuencias que difieren de las secuencias de HRS de referencia en la adicion, delecion o sustitucion de 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60,70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150 o0 mas
aminoacidos pero que conservan las propiedades del polipéptido de HRS de referencia. En algunas realizaciones de
la presente descripcidn, las adiciones o deleciones de aminoacidos tienen lugar en el extremo C y/o el extremo N del
polipéptido HRS de referencia. En algunas realizaciones de la presente descripcion, las adiciones de aminoacidos
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 residuos no mutados (es
decir, del polipéptido de HRS de longitud completa correspondiente) que son proximales al extremo C y/o al extremo
N del polipéptido de HRS de referencia.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, los polipéptidos de HRS comprenden un fragmento de
polipéptido de la histidil-tRNA sintetasa de longitud completa de aproximadamente 50 a 250 aminoacidos, que
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comprende, consiste en o consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos del polipéptido de HRS expuesta
en una o mas de entre las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71, 74-153, 160-172 6 176-182, o cualquiera de las
proteinas recogidas en las Tablas D1-D9 o deducibles a partir de ellas. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS comprende, consiste en o consiste esencialmente en los residuos 1-141, 1-408,
1-113 6 1-60 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS es una
variante de splicing que comprende, consiste en o consiste esencialmente en los residuos 1-60+175-509, 1-60+211-
509 6 1-60+101-509 de la SEQ ID NO: 1. En algunos aspectos particulares de la presente descripcion, el polipéptido
de HRS comprende, consiste en o consiste esencialmente en los residuos 1-48 6 1-506 de la SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, un polipéptido de HRS de la presente descripcion comprende el
fragmento activo minimo de un polipéptido de HRS de longitud completa capaz de modular una actividad
antiinflamatoria in vivo o que tiene actividades de bloqueo de anticuerpos o linfocitos T autorreactivos. En algunos
aspectos de la presente descripcién, dicho fragmento activo minimo comprende o consiste esencialmente en el
dominio WHEP, (es decir, aproximadamente los aminoacidos 1-43 de la SEQ ID NO: 1). En algunos aspectos de la
presente descripcion, el fragmento activo minimo comprende o consiste esencialmente en el dominio de
aminoacilacion, (es decir, aproximadamente los aminoacidos 54-398 de la SEQ ID NO: 1). En algunos aspectos de
la presente descripcion, el fragmento activo minimo comprende o consiste esencialmente en el dominio de unién a
anticodones (es decir, aproximadamente los aminoacidos 406-501 de la SEQ ID NO: 1). Se muestran otros
fragmentos activos de ejemplo en la Tabla D4 mostrada a continuacion.

Tabla D4
Fragmentos de polipéptidos de HRS de ejemplo
Nombre Residuo de Secuencia de aminoéacidos SEQ
aminoacidos ID
Intervalo de SEQ NO:
ID NO: 1
HRS(1-500) Proteina/Humana/1- | MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 160
500 LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROQMAVREKVFDVII
RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD
FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL
VEEIKR
HRS(1-501) Proteina/Humana/l- | MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 161
501 LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVII
RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD
FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSONKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL
VEEIKRR

55



ES 2652 136 T3

HRS(1-502)

Proteina/Humana/1-
502

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLIK
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVIL
RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD
FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL
VEEIKRRT

162

HRS(1-503)

Proteina/Humana/1-
503

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLILK

LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVII
RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD

163

FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSONKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL
VEEIKRRTG

HRS(1-504)

Proteina/Humana/1-
504

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVIIL
RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD
FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL
EEIKRRT

164

HRS(1-505)

Proteina/Humana/1-
505

R]/IA]:RAALEJ(:)L VKLOQGERVRGLKQOQKASAELIEEEVAKLLK
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVII
RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD
FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL
VEEIKRRTGQP
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HisRSlNSHRS(l- Proteina/Humana/1l- | MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 70

506) 506 LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVIL
RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD
FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL

VEEIKRRTGQPL
HRS(2-506) Proteina/Humana/2- | AERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLK 166
506 AQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRC

FKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGEL
LSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAMT
RGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGDF
LVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEE
VKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPK
LSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDY
YTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGMF
DPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVLV
ASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQLQ
YCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLV

EEIKRRTGQPL
HRS(1-507) Proteina/Humana/l- | MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 167
507 LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVII

RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD
FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL

VEEIKRRTGQPLC
HRS(1-508) Proteina/Humana/l- | MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 168
508 LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVIL

RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD
FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL
VEEIKRRTGOPLCI
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HRS(1-509) Proteina/Humana/1l- | MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 169
509 LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVII
RCFKRHGAEVIDTPVFELKETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGG
ELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKRYHIAKVYRRDNPAM
TRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILSSLQIGD
FLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWE
EVKNEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDP
KLSQNKQALEGLGDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLD
YYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEPLGVGSVAAGGRYDGLVGM
FDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALEEKIRTTETQVL
VASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQL
QYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDL
VEEIKRRTGQPLCIC
HisR81NbHRS( 1- | Proteina/Humana/l- | MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 71
48) 48 LKAQLGPD

En algunas realizaciones de la presente descripcién, dichos fragmentos activos minimos pueden comprender 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 o los 29 amino4cidos de un
conector flexible que conecta el dominio minimo con una proteina heteréloga, o variante de splicing.

Sin desear verse limitado por ninguna teoria, la singular orientacion, o conformacion, del dominio WHEP en algunos
polipéptidos de HRS puede contribuir a una potenciaciéon de las actividades no candnicas y/o de bloqueo de
anticuerpos observadas en estas proteinas.

Las expresiones "identidad de secuencias" o, por ejemplo, que comprende una "secuencia idéntica en el 50% a”, tal
como se usan en la presente memoria, se refieren a la magnitud en que las secuencias son idénticas nucleétido por
nucleétido o aminoacido por aminoacido en una ventana de comparacion. Asi, puede calcularse un "porcentaje de
identidad de secuencias" comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas en la ventana de comparacion,
determinando el nimero de posiciones a las que tiene lugar la base de acidos nucleicos idéntica (por ejemplo, A, T,
C, G, I) o el residuo de aminoacidos idéntico (por ejemplo, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Lys,
Arg, His, Asp, Glu, Asn, GIn, Cys y Met) en las dos secuencias para producir el nimero de posiciones
correspondientes, dividiendo el nimero de posiciones correspondientes por el nimero total de posiciones en la
ventana de comparacién (es decir, el tamafio de ventana), y multiplicando el resultado por 100 para producir el
porcentaje de identidad de secuencias.

Los términos usados para describir las relaciones de secuencias entre dos o mas polipéptidos incluyen "secuencia
de referencia”, "ventana de comparacion”, "identidad de secuencias”, "porcentaje de identidad de secuencias" e
"identidad sustancial”. Una "secuencia de referencia” tiene al menos 12 aunque frecuentemente 15 a 18 y a menudo
al menos 25 unidades de monémeros, lo que incluye nucledtidos y residuos de aminoacidos, de longitud. Dado que
dos polipéptidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (es decir, sélo una parte de la secuencia de
polipéptidos completa) que es similar entre los dos polipéptidos, y (2) una secuencia que es divergente entre los dos
polipéptidos, comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) polipéptidos se realizan normalmente comparando
secuencias de los dos polipéptidos en una "ventana de comparacion” para identificar y comparar regiones locales de
semejanza de secuencias. Una "ventana de comparacion” se refiere a un segmento conceptual de al menos 6
posiciones contiguas, normalmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 100, mas normalmente de
aproximadamente 100 a aproximadamente 150 en las que una secuencia Se compara con una secuencia de
referencia del mismo numero de posiciones contiguas después de alinear 6ptimamente las dos secuencias. La
ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) de aproximadamente el 20%
0 menos en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para una
alineacion optima de las dos secuencias. La alineacion éptima de secuencias para alinear una ventana de
comparacion puede realizarse mediante implementaciones computarizadas de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y
TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package versién 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive
Madison, WI, EE.UU.) o por inspeccién y la mejor alineacion (es decir, la que produce la maxima homologia
porcentual en la ventana de comparacion) generada por cualquiera de los diversos procedimientos seleccionados.
También puede hacerse referencia a la familia BLAST de programas tal como se describe por ejemplo en Altschul y
col.,1997, Nucl. Acids Res. 25:3389. Puede encontrarse una exposicion detallada de analisis de secuencias en la
unidad 19.3 de Ausubel y col., "Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons Inc, 1994-1998, capitulo
15.

Los calculos de semejanza de secuencias o identidad de secuencias entre secuencias (ambos términos se usan
indistintamente en la presente memoria) pueden realizarse del modo siguiente. Para determinar el % de identidad de
dos secuencias de aminoacidos, o de dos secuencias de acidos nucleicos, las secuencias pueden alinearse para
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fines de comparacién optima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o las dos de una primera y una
segunda secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos para alineacion optima y pueden descartarse las secuencias
no homologas con fines de comparacién). En algunas realizaciones de la presente descripcion, la longitud de una
secuencia de referencia alineada para fines de comparacién es de al menos el 30%, preferentemente al menos el
40%, mas preferentemente al menos el 50%, el 60%, y mas preferentemente todavia de al menos el 70%, el 80%, el
90%, el 100% de la longitud de la secuencia de referencia. A continuacion se comparan los residuos de aminoacidos
0 nucledtidos en las posiciones de aminoacidos o las posiciones de nucleétidos correspondientes. Cuando una
posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacidos o nucleétidos que la posicién
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion.

El % de identidad entre las dos secuencias es funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que debe introducirse para la
alineacion 6ptima de las dos secuencias.

La comparacion de secuencias y la determinacion del % de identidad entre dos secuencias pueden realizarse
usando un algoritmo matematico. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el % 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, usando una matriz Blossum 62 o
una matriz PAM250, y un peso del hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4,5 6 6. En
otra realizacion preferida méas de la presente descripcion, el % de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se
determina usando el programa GAP en el paquete de software GCG, usando una matriz a NWSgapdna.CMP y un
peso del hueco de 40, 50, 60, 70 6 80 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. Otro conjunto de parametros de
ejemplo incluye una matriz de valoraciéon Blossum 62 con una penalizacién de hueco de 12, una penalizacion de
extensién de hueco de 4 y una penalizacidon de hueco del marco de 5. El % de identidad entre dos secuencias de
aminoacidos o de nucledtidos puede determinarse también usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (1989,
Cabios, 4: 11-17) que se ha incorporado en el programa ALIGN (versién 2.0), usando una tabla de residuos de peso
PAM120, una penalizacion de longitud del hueco de 12 y una penalizacion del hueco de 4.

Las secuencias de acidos nucleicos y de proteinas descritas en la presente memoria pueden usarse como una
"secuencia de busqueda" para realizar una blsqueda en bases de datos publicas y, por ejemplo, identificar otros
miembros de la familia o secuencias relacionadas. Dichas blsquedas pueden realizarse usando los programas
NBLAST y XBLAST (versién 2.0) de Altschul, y col., (1990, J. Mol. Biol, 215: 403-10). Las busquedas de nucleétidos
BLAST pueden realizarse con el programa NBLAST, puntuaciéon = 100, longitud de palabra = 12 para obtener
secuencias de nucleétidos homélogas a moléculas de acidos nucleicos de la presente descripcion. Las busquedas
de proteinas BLAST pueden realizarse con el programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3 para
obtener secuencias de aminoacidos homélogas a las moléculas de proteinas de la presente descripcion. Para
obtener alineaciones con huecos con fines de comparacion, puede usarse Gapped BLAST tal como se describe en
Altschul y col. (Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997). Cuando se usan los programas BLAST y Gapped BLAST,
pueden usarse los parametros por omision de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).

En algunas realizaciones de la presente descripcion, las variantes de polipéptidos difieren de las secuencias de
referencia de HRS correspondientes en al menos el 1% pero menos del 20%, 15%, 10% o 5% de los residuos. Si
esta comparacion requiere alineacion, las secuencias deben alinearse para obtener una semejanza maxima. Las
secuencias "en bucle" de deleciones o inserciones, o faltas de correspondencia, se consideran diferencias. Las
diferencias son, de forma adecuada, diferencias o cambios en un residuo no esencial o una sustitucién
conservadora. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el peso molecular de una variante de polipéptido
de HRS difiere de la del polipéptido de HRS de referencia en aproximadamente el 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%,
8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20% 0 mas.

Se incluyen también "fragmentos" bioldgicamente activos de los polipéptidos de HRS de referencia, es decir,
fragmentos bioldgicamente activos de los fragmentos de proteinas de HRS. Los fragmentos biolégicamente activos
representativos participan en general en una interaccién, por ejemplo, una interaccion intramolecular o
intermolecular. Una interaccion intermolecular puede ser una interaccion de union especifica 0 una interaccién
enzimatica. Una interaccién intermolecular puede darse entre un polipéptido de HRS y una contraparte de unién
celular, tal como un receptor celular u molécula hospedadora que participa en la actividad no canonica del
polipéptido de HRS.

Un fragmento biolégicamente activo de un polipéptido de HRS de referencia puede ser un fragmento de polipéptido
que tiene, por ejemplo, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 220, 240, 260, 280, 300,
320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338, 339, 340, 341, 342,
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343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356, 357, 38, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365,
380, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507,
508 0 mas aminoacidos contiguos 0 no contiguos, lo que incluye todos los nimeros enteros (por ejemplo, 101, 102,
103) y los intervalos (por ejemplo, 50-100, 50-150, 50-200) intermedios, de las secuencias de aminoacidos
expuestas en uno cualquiera de los polipéptidos de HRS de referencia descritos en la presente memoria. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, un fragmento biolégicamente activo comprende una secuencia, dominio o
motivo relacionados con una actividad no canénica. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la region
en el extremo C o el extremo N de cualquier polipéptido de HRS de referencia puede esta truncada
aproximadamente por 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o0 mas aminoacidos, o
por aproximadamente 10-50, 20-50, 50-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-350, 350-400, 400-450, 450-
500 o mas aminoacidos, lo que incluye todos los nimeros enteros e intervalos intermedios (por ejemplo, 101, 102,
103, 104, 105), en la medida en que el polipéptido de HRS truncado conserve la actividad no canénica del
polipéptido de referencia. En la Tabla D5 mostrada a continuacion se recogen algunos polipéptidos de HRS
truncados de ejemplo.

Tabla D5
Polipéptidos de HRS truncados de ejemplo
Truncamientos en el extremo C

Intervalo de HRS Secuencia SEQ
ID
NO:

1-80 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 74
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKVFDVI

1-79 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 75
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDV

1-78 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 76
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKVFD

1-77 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 77
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVF

1-76 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 78
LKAQLGPDESKOKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKY

1-75 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 79
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREK

1-74 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 80
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAVRE

1-73 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 81
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAVR

1-72 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 82
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAV

1-71 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 83
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMA

1-70 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 84
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROM

1-69 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 85
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQ

1-68 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 86
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPR

1-67 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 87
LKAQLGPDESKOQKFVLKTPKGTRDYSP

1-66 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 88
LKAQLGPDESKOKFVLKTPKGTRDYS

1-65 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 89
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY

1-64 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 90
LKAQLGPDESKOQKFVLKTPKGTRD

1-63 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 91
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTR

1-62 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 92
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGT

1-61 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 93
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKG
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1-60 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 94
LKAQLGPDESKQKFVLKTPK

1-59 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 95
LKAQLGPDESKQKFVLKTP

1-58 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 96
LKAOLGPDESKOKFVLKT

1-57 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 97
LKAQLGPDESKQKFVLK

1-56 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 98
LKAQLGPDESKQKFVL

1-55 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 99
LKAQLGPDESKQKFV

1-54 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 100
LKAQLGPDESKQKF

1-53 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 101
LKAOQLGPDESKOK

1-52 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 102
LKAQLGPDESKQ

1-51 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 103
LKAQLGPDESK

1-50 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 104
LKAQLGPDES

1-49 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 105
LKAQLGPDE

1-48 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 106

LKAQLGPD
1-47 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 107
LKAQLGP
1-46 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 108
LKAQLG
1-45 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 109
LKAQL
1-44 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 110
LKAQ

1-43 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 111
LKA

1-42 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 112
LK

1-41 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 113
L

1-40 MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 114

Truncamientos en el extremo N

2-80 AERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 115
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI

3-80 ERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 116
LKAOLGPDESKOKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKVFDVI

4-80 RAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 117
LKAOLGPDESKOKFVILKTPKGTRDYSPROMAVREKVFDVI

5-80 AALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 118
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI

6-80 ALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 119
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKVFDVI

7-80 LEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 120
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKVFDVI

8-80 EELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 121
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI

9-80 ELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 122
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI

10-80 LVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 123
LKAQLGPDESKOKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKVFDVI

11-80 VKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 124

LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKVFDVI
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12-80 KLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 125
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVI
13-80 LQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 126
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVI
14-80 QGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 127
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVI
15-80 GERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 128
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVI
16-80 RVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 129
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI
17-80 VRGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 130
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKVFDVI
18-80 RGLKQQKASAELIEEEVAKLLK 131
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI
19-80 GLKQQKASAELIEEEVAKLLK 130
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVI
20-80 LKQQKASAELIEEEVAKLLK 133
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI
21-80 KQQKASAELIEEEVAKLLK 134
LKAOLGPDESKOKFVLKTPKGTRDYSPROMAVREKVFEDVI
22-80 QQKASAELIEEEVAKLLK 135
LKAQLGPDESKOKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI
23-80 QKASAELIEEEVAKLLK 136
LKAQLGPDESKOKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI
24-80 KASAELIEEEVAKLLK 137
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
25-80 ASAELIEEVAKLLK 138
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
26-80 SAELIEEEVAKLLK 139
LKAQLGPDESKOQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI
27-80 AELIEEEVAKLLK 140
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
28-80 ELIEEEVAKLLK 141
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
29-80 LIEEEVAKLLK 142
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVI
30-80 [EEEVAKLLK 143
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPRQMAVREKVFDVI
31-80 EEEVAKLLK 142
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDY SPROMAVREKVFDVI
32-80 EEVAKLLK 145
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
33-80 EVAKLLK 146
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
34-80 VAKLLK 147
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
35-80 AKLLK 148
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
36-80 KLLK 149
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
37-80 LLK 150
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
38-80 LK 151
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
39-80 K 152
LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI
40-80 LKAQLGPDESKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVI 153

Normalmente, el fragmento biolégicamente activo tiene no menos de aproximadamente el 1%, 10%, 25% o 50% de
una actividad del polipéptido de HRS de referencia bioldgicamente activo (es decir, actividad no candnica) del que se
deriva. En los Ejemplos se describen procedimientos de ejemplo para medir dichas actividades no candnicas.
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En algunas realizaciones de la presente descripcion, las proteinas de HRS, variantes y fragmentos biolégicamente
activos de las mismas, se unen a una o mas contrapartes de unién celulares con una afinidad de al menos
aproximadamente 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,0,8,0,9, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 100 6 150 nM. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, la afinidad de uniéon de un fragmento de proteina de HRS para una contraparte de union
celular seleccionada, en particular una contraparte de union que participa en una actividad no canénica, puede ser
mas fuerte que la del polipéptido de HRS de longitud completa correspondiente o una variante de polipéptido de
HRS con splicing alternativa especifica, en al menos aproximadamente 1,5x, 2x, 2,5x, 3%, 3,5%, 4x, 4,5x%, 5%, 6x, 7X,
8X%, 9%, 10x, 15x, 20x, 25x, 30x%, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 200x, 300x, 400x, 500x, 600x, 700x, 800x, 900x,
1.000x o mas (lo que incluye todos los nimeros enteros intermedios).

Tal como se indica anteriormente, un polipéptido de HRS puede modificarse de diversas formas que incluyen
sustituciones, deleciones, truncamientos e inserciones de aminoacidos. Los procedimientos para dichas
manipulaciones son conocidos en la técnica en general. Por ejemplo, las variantes de secuencias de aminoacidos de
un polipéptido de HRS de referencia pueden prepararse mediante mutaciones en el ADN. Los procedimientos para
alteraciones de mutagenia y secuencias de nucleétidos son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Kunkel (1985, PNAS USA. 82: 488-492), Kunkel y col., (1987, Methods in Enzymol, 154: 367-382), la patente de
EE.UU. n°® 4.873.192, Watson, J. D. y col., ("Molecular Biology of the Gene", 42 edicién, Benjamin/Cummings, Menlo
Park, Calif., 1987) y las referencias citadas en las mismas. Pueden encontrarse pautas para sustituciones
apropiadas de aminoacidos que no influyen en la actividad biologica de la proteina de interés en el modelo de
Dayhoff y col., (1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.).

Los polipéptidos de HRS truncados biolégicamente activos y/o sus variantes pueden contener sustituciones de
aminoacidos conservadoras en diversas posiciones a lo largo de su secuencia, en comparaciéon con un residuo de
aminoacidos de HRS de referencia, y dichas sustituciones adicionales pueden potenciar la actividad o estabilidad de
los polipéptidos de HRS con contenido de cisteina alterado. Una "sustitucion de aminoéacidos conservadora" es
aquella en la que el residuo de aminoacidos esta sustituido por un residuo de aminoacidos que tiene una cadena
lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares se han definido en la
técnica, y en términos generales pueden subclasificarse del modo siguiente:

Acidos: El residuo tiene una carga negativa debido a la pérdida de iones H a pH fisioldgico y el residuo es atraido por
la solucién acuosa de manera que busca las posiciones superficiales en la conformacién de un péptido en que esta
contenido cuando el péptido esta en medio acuoso a pH fisiolégico. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral
acida incluyen acido glutamico y acido aspartico.

Basicos: El residuo tiene una carga positiva debido a la asociacion con iones H a pH fisiolégico o dentro de una o
dos unidades de pH de los mismos (por ejemplo, histidina) y el residuo es atraido por la solucién acuosa de manera
que busca las posiciones superficiales en la conformacién de un péptido en el que esta contenido cuando el péptido
esta en medio acuoso a pH fisiologico. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral basica incluyen arginina,
lisina e histidina.

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

Hidrofobos: Los residuos no estan cargados a pH fisioldgico y el residuo es repelido por la soluciéon acuosa de
manera que busca las posiciones interiores en la conformacion de un péptido en el que esta contenido cuando el
péptido estd en medio acuoso. Los aminoacidos que tienen una cadena lateral hidr6foba incluyen tirosina, valina,
isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina y triptéfano.

Neutros/polares: Los residuos no estan cargados a pH fisiolégico, pero el residuo no es repelido suficientemente por
las soluciones acuosas de manera que buscaria posiciones interiores 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 caracteriza también a determinados aminoacidos como "pequefios" dado que sus cadenas laterales
no son suficientemente grandes, incluso si faltan grupos polares, para conferir hidrofobia. Con la excepcién de la
prolina, los aminoacidos “pequefios” son aquellos que tienen cuatro carbonos o menos cuando al menos un grupo
polar esté en la cadena lateral y tres carbonos o menos cuando no lo esta. Los aminoacidos que tienen una cadena
lateral pequefia incluyen glicina, serina, alanina y treonina. El aminoacido secundario de codificacién genética 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 demas aminoacidos de origen natural en que su cadena lateral esta unida al
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nitrégeno del grupo a-amino, asi como al carbono a. En la técnica se conocen varias matrices de semejanza de
aminoéacidos (véase por ejemplo, matriz PAM120 y matriz PAM250 tal como se describe por ejemplo en Dayhoff y
col., 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, pp. 345-358, National Biomedical Research
Foundation, Washington DC; y de Gonnet y col., (Science, 256: 14430-1445, 1992), sin embargo, incluyen la prolina
en el mismo grupo que la glicina, la serina, la alanina y la treonina. Por consiguiente, para los fines de la presente
descripcion, la prolina se clasifica como un aminoacido “pequefio”.

El grado de atraccion o repulsion requerido para la clasificacion como polar o polar es arbitrario y, por tanto, los
aminoacidos contemplados especificamente por la presente descripcion se han clasificado como uno u otro. La
mayoria de los aminoacidos no designados especificamente pueden clasificarse con base en su comportamiento
conocido.

Los residuos de aminoacidos pueden subclasificarse adicionalmente como ciclicos o no ciclicos, y aromaticos o0 no
aromaticos, unas clasificaciones autoexplicativas con respecto a los grupos sustituyentes de cadena lateral de los
residuos, y como pequefios o grandes. El residuo se considera pequefio si contiene uno de cuatro atomos de
carbono o menos, incluido el carbono del carboxilo, siempre que esté presente un sustituyente polar adicional; tres o
menos en caso contrario. Naturalmente, los residuos pequefios siempre son no aromaticos. Dependiendo de sus
propiedades estructurales, los residuos de aminoacidos pueden encuadrarse en dos o mas clases. Para los
aminoacidos de proteinas de origen natural, se presenta en la Tabla A una subclasificacion de acuerdo con este
esquema.

Tabla A: Subclasificacién de aminoacidos

Subclases Aminoacidos

Acidos Acido aspartico, acido glutamico

Basicos No ciclicos: arginina, lisina; ciclicos: histidina

Cargados Acido aspartico, acido glutamico, arginina, lisina, histidina
Pequefios Glicina, serina, alanina, treonina, prolina

Polares/neutros Asparagina, histidina, glutamina, cisteina, serina, treonina

Polares/grandes Asparagina, glutamina

Hidrofobos Tirosina, valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, triptéfano

Aromaticos Triptéfano, tirosina, fenilalanina

Residuos que influyen en la Glicina y prolina

orientacion de la cadena

La sustitucion de aminoacidos conservadora también incluye agrupaciones basadas en cadenas laterales. Por
ejemplo, un grupo de aminoéacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es el de glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas-hidroxilo es el de serina y treonina; un
grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amidas es el de asparagina y glutamina; un grupo
de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es el de fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de
aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es el de lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos
que tienen cadenas laterales que contienen azufre es el de cisteina y metionina. Por ejemplo, es razonable esperar
que la sustitucion de una leucina por una isoleucina o valina, un aspartato por un glutamato, una treonina por una
serina, 0 una sustitucion similar de un aminoacido por aminoacido relacionado estructuralmente no tendra un efecto
importante en las propiedades de la variante de polipéptido resultante. El hecho de que un cambio de aminoacido
produzca un polipéptido de HRS truncado funcional y/o en variante puede determinarse facilmente mediante un
ensayo de su actividad no candnica, tal como se describe en la presente memoria. Las sustituciones conservadoras
se muestran en la Tabla B con el epigrafe de sustituciones de ejemplo. Las sustituciones de aminoacidos que se
encuadran dentro del alcance de la presente descripcion, se realizan, en general, seleccionando sustituciones que
no difieren significativamente en su efecto para mantener (a) la estructura de la cadena principal peptidica en la zona
de la sustitucion, (b) la carga o hidrofobia de la molécula en el sitio objeto, (c) el volumen que ocupa la cadena
lateral, o (d) la funcién biolégica. Después de introducir las sustituciones, se analiza la actividad biolégica de las
variantes.

Tabla B: Sustituciones de aminoacidos de ejemplo

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

Alternativamente, los aminoacidos similares para realizar sustituciones conservadoras pueden agruparse en tres
categorias basandose en la identidad de las cadenas laterales. El primer grupo incluye acido glutamico, acido
aspartico, arginina, lisina, histidina, todos los cuales tienen cadenas laterales cargadas; el segundo grupo incluye
glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, glutamina, asparagina; y el tercer grupo incluye leucina, isoleucina, valina,
alanina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina, tal como se describe en Zubay, G., Biochemistry, 32 edicion, Wm.
C. Brown Publishers (1993).

Se ha determinado la estructura de RMN del dominio WHEP de HRS humana (véase Nameki y col., acceso
1X59_A). Ademas, se han determinado también las estructuras cristalinas de HRS humana de longitud completa y
un mutante de delecion de dominio catalitico interno de HRS (HRSACD) (véase Xu y col., Structure. 20:1470-7,
2012; y solicitud de EE.UU. n° 61/674.639). Junto con la secuencia de aminoacidos de HRS primaria, estas
descripciones fisicas detalladas de la proteina proporcionan visiones precisas de los papeles que desempefian los
aminoacidos especificos dentro de la proteina. Los expertos en la materia pueden asi usar esta informacion para
identificar dominios conservados estructuralmente, regiones de unién, estructuras secundarias tales como hélices
alfa, aminoacidos expuestos a disolventes o de superficie, regiones internas 0 no expuestas, sitios cataliticos y
superficies de interaccién con ligandos, entre otras caracteristicas estructurales. Dichos expertos pueden usar
entonces esta y otra informacion para disefiar facilmente variantes de HRS que conserven o mejoren la actividad no
canodnica de interés, por ejemplo, conservando o modificando las caracteristicas de los residuos de aminoacidos
dentro de o adyacentes a estas y otras caracteristicas estructurales, por ejemplo conservando o modificando la
polaridad, el indice de hidropatia, la carga, el tamafio y/o la posiciéon (es decir, interior, exterior) de la o las cadenas
de aminoéacidos con respecto a los residuos no mutados (véase, por ejemplo, Zaiwara y col., Mol Biotechnol. 51:67-
102, 2012; Perona y Hadd, Biochemistry. 51:8705-29, 2012; Morin y col., Trends Biotechol. 29:159-66, 2011; Collins
y col., Annu. Rev. Biophys. 40:81-98, 2011, y la solicitud de EE.UU. n°® 61/674.639).

Asi, un residuo de aminoacidos no esencial predicho en un polipéptido de HRS truncado y/o en variante es sustituido
normalmente por otro residuo de aminoacidos de la misma familia de cadena lateral. Alternativamente, pueden
introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de parte o la totalidad de una secuencia codificante de HRS, por
ejemplo por mutagenia de saturacioén, y en los mutantes resultantes puede determinarse la actividad del polipéptido
original para identificar mutantes que conservan esta actividad. Después de la mutagenia de las secuencias
codificantes, el péptido codificado puede expresarse de forma recombinante y puede determinarse la actividad del
péptido. Un residuo de aminoacidos “no esencial” es un residuo que puede modificarse con respecto a la secuencia
de referencia de un polipéptido de la realizacién sin suprimir ni modificar sustancialmente una o mas de sus
actividades no canodnicas. De forma adecuada, la alteracion no suprime sustancialmente una de estas actividades,
por ejemplo, la actividad es de al menos el 20%, 40%, 60%, 70% o 80% 100%, 500%, 1.000% o mas de la
secuencia de HRS de referencia. Un residuo de aminoéacidos “esencial” es un residuo que, cuando se modifica con
respecto a la secuencia de referencia de un polipéptido de HRS, produce la supresion de una actividad de la
molécula original de manera que esta presente menos del 20% de la actividad de referencia. Por ejemplo, dichos
residuos de aminoacidos esenciales incluyen aquellos que se conservan en polipéptidos de HRS en diferentes
especies, lo que incluye aquellas secuencias que se conservan en el sitio o sitios de union activos o el o los motivos
de polipéptidos de HRS de diversas fuentes.

Los ensayos para determinar la actividad antiinflamatoria, que incluye medidas rutinarias de la liberacion de citocinas
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de base celular in vitro, y los estudios con animales estan bien establecidos en la técnica (véase, por ejemplo,
Wittmann y col., J Vis Exp. (65):e4203. doi: 10,3791/4203, 2012; Feldman y col., Mol Cell. 47:585-95, 2012;
Clutterbuck y col., J Proteomics. 74:704-15, 2011, Giddings y Maitra, J Biomol Screen. 15:1204-10, 2010; Wijnhoven
y col., Glycoconj J. 25:177-85, 2008; y Frow y col., Med Res Rev. 24:276-98, 2004) y pueden usarse facilmente para

5 perfilar y optimizar la actividad antiinflamatoria. En los Ejemplos adjuntos se describe al menos un sistema
experimental in vivo de ejemplo.

Algunos polipéptidos de HRS pueden tener una 0 mas sustituciones de cisteina, donde uno o mas residuos de
origen natural (no cisteina) estan sustituidos por cisteina, por ejemplo, para modificar las caracteristicas de

10 estabilidad o pK, facilitar la unién basada en tiol de las moléculas PEG, etc. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, las sustituciones de cisteina estan cerca del extremo N y/o el extremo C del polipéptido de HRS (por
ejemplo, SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71, 74-153, 160-172 6 176-182), u otras regiones expuestas en superficie
de un polipéptido de HRS. Las realizaciones particulares de la presente descripcién incluyen aquellas en que uno o
mas de los residuos en 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 6 25

15 aminoécidos con respecto al extremo N y/o al extremo C de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-
71, 74-153, 160-172 6 176-182 estan sustituidos por un residuo de cisteina. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, los residuos de cisteina pueden afiadirse al polipéptido de HRS a través de la creacién de proteinas de
fusién en el extremo N o C. Dichas proteinas de fusion puede ser de cualquier longitud, pero normalmente tendran
aproximadamente de 1 a 5, o aproximadamente de 5 a 10, aproximadamente de 10 a 20, o aproximadamente de 20

20 a 30 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones de la presente descripcién, se prefiere la fusion en el
extremo C.

En la Tabla D6 se muestran realizaciones de ejemplo especificas de dichas proteinas modificadas con cisteina,
basandose en el polipéptido de HRS HRS(1-60). Este enfoque es aplicable directamente a los polipéptidos de HRS
25 de la Tabla D5, y otros polipéptidos de HRS descritos en la presente memoria.

Tabla D6
Nombre Secuencias de proteinas SEQ ID
NO:
HRS(1-60)- MCAERAALEE LVKLQGERVR GLKQQKASAE LIEEEVAKLL KLKAQLGPDE 170
M1MC- SKQKFVLKTP K
HRS(1-60)-A26C- | MAERAALEEL VKLQGERVRG LKQQKCSAEL IEEEVAKLLK LKAQLGPDES 171
KOKFVLKTPK
HRS(1-60)-C61 MAERAALEEL VKLQGERVRG LKQQKASAEL IEEEVAKLLK LKAQLGPDES 172
KQKFVLKTPK C
Secuencias de ADN
HRS(1-60)- ATGTGTGCAGAAAGAGCCGCCCTGGAAGAGTTAGTTAAGTTGCAAGGTG 173
M1MC- AACGTGTCCGTGGTCTGAAGCAGCAGAAGGCTAGCGCGGAGCTGATCGA

AGAAGAGGTGGCCAAACTGCTGAAGCTGAAGGCGCAGCTGGGCCCGGAC
GAGAGCAAACAAAAGTTCGTCCTGAAAACCCCGAAA
HRS(1-60)-A26C- | ATGGCAGAACGTGCGGCATTGGAAGAATTGGTTAAACTGCAAGGTGAAC 174

GTGTTCGTGGTCTGAAGCAGCAGAAGTGCAGCGCGGAGCTGATCGAAGA
AGAGGTGGCCAAACTGCTGAAGCTGAAGGCGCAGCTGGGCCCGGACGAG

AGCAAACAAAAGTTCGTCCTGAAAACCCCGAAA
HRS(1-60)-C61 | ATGGCAGAACGTGCGGCATTGGAAGAATTGGTTAAACTGCAAGGTGAAC 175

GTGTTCGTGGTCTGAAGCAGCAGAAGGCTAGCGCGGAGCTGATCGAAGA
AGAGGTGGCCAAACTGCTGAAGCTGAAGGCGCAGCTGGGCCCGGACGAG
AGCAAACAAAAGTTCGTCCTGAAAACCCCGAAATGC

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la insercion o sustitucién de residuo o residuos de cisteina en el
polipéptido de HRS puede combinarse con la eliminacion de otros residuos de cisteina expuestos en superficie. Por

30 consiguiente, en algunas realizaciones de la presente descripcién, el polipéptido de HRS puede comprender una o
mas sustituciones y/o deleciones en Cys83, Cysl174, Cys191, Cys196, Cys224, Cys235, Cys379, Cys455, Cys507
y/lo Cys509 (tal como se define en la SEQ ID NO: 1), por ejemplo, para eliminar residuos de cisteina de origen
natural.

35 Las realizaciones especificas de la presente descripcion incluyen una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43,
70-71, 74-153, 160-172 6 176-182, o variantes de las mismas, que tienen una mutacién o delecién de uno cualquiera
0 mas de entre Cys83, Cys174, Cys191, Cys196, Cys224, Cys235, Cys379, Cys455, o la delecion de Cys507 y
Cys509, por ejemplo, por la delecidn de los 3 aminoéacidos del extremo C (A507-509). Las mutaciones de ejemplo en
estas posiciones incluyen por ejemplo la mutacién de cisteina en serina, alanina, leucina, valina o glicina. En algunas
40 realizaciones de la presente descripcion, los residuos de aminoacidos para sustituciones de cisteina especificas
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pueden seleccionarse de entre sustituciones de origen natural que estan presentes en ortélogos de HRS de otras
especies y organismos. Las sustituciones de ejemplo de este tipo se presentan en la Tabla D7.

Tabla 7
Variacion de secuencias de origen natural en las posiciones ocupadas por residuos de
cisteina en HRS humano

Residuo
de
cisteina
de H.
sapiens
#

83
174
191
196
224
235
379
455
507
509

M. mulatta
B. aturus
C. gallus
X. laevis

D. rerio
C. elegans
S. cerevisiae
E. coli

<

>
=

L
>

<|O0<|O0[0|0

ellellellel olelielle)
ellellellel=4ielelle)
> 00> I<0|0r
>|>|m|>

FO]0]0]0|»n|0O]0|<|D. melanogaster

S/E
I/G -

olojojojo|o|o|o|o|0|  P. troglodyte
o|m|olojololojololo
olojojojolololololo
Oln|oj00|0[0|0|0|0]| M. musculus
o [O]0]0]0|0]|0]|0]|0] R. norvegicus
—2lolololnlz|<|o]-

O

5 En algunas realizaciones de la presente descripcion, los residuos de cisteina de origen natural seleccionados para
mutagenia se identifican o se seleccionan basandose en su exposicion superficial. Por consiguiente, en algunos
aspectos de la presente descripcion los residuos de cisteina seleccionados para sustitucion se seleccionan de entre
Cys224, Cys235, Cys507 y Cys509. En algunas realizaciones de la presente descripcion, los ultimos tres residuos
(extremo C) de la SEQ ID NO: 1 estan suprimidos de manera que se suprimen los residuos 507 a 509. En algunas

10 realizaciones de la presente descripcion, las cisteinas se seleccionan para mutacién o delecion de manera que
eliminan un par de cisteinas intramoleculares, por ejemplo Cys174 y Cys191.

Los ejemplos adicionales especificos de mutaciones/sustituciones de cisteinas (indicados en negrita y subrayados)

para reducir los residuos de cisteina con exposicion superficial incluyen los recogidos en la Tabla D8 mostrada a
15 continuacion
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Tabla D8

Polipéptidos de HRS con sustituciones para eliminar cisteinas expuestas en superficie

Nombre

Secuencia de proteinas

SEQ ID
NO:

HRS(1-506)
C174A

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLKAQLGPDE
SKQKFVLKTPKGTRDYSPROQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFELK
ETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQADFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEIL
SSLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVK
NEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGL
GDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEE
PLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEAL
EEKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLN
QLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRT
GOPL

176

HRS(1-506)
C174V

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLKAQLGPDE
SKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFELK
ETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQVDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEIL
SSLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVK
NEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGL
GDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEE
PLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEAL
EEKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLN
QLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRT
GOQPL

177

HRS(1-506)
C191A

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLILKIL.KAQLGPDE
SKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFELK
ETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAEALKIMCEIL
SSLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVK
NEMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGL
GDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEE
PLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEAL
EEKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLN
QLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRT
GQPL

178

HRS(1-506)
C191S

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLKAQLGPDE
SKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFELK
ETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARY LAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAESLKIMCEILS
SLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKN
EMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGLG
DLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEP
LGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALE
EKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQ
LQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTG
QPL

179

HRS(1-506)
C191V

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLILKLKAQLGPDE
SKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFELK
ETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAEVLKIMCEIL
SSLOQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVK

180

NEMVGEKGLAPEVADRIGDY VQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGL
GDLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEE
PLGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEAL
EEKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLN
QLQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRT
GQPL

68




ES 2652 136 T3

HRS(1-506)
C224S

MAERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLKAQLGPDE
SKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFELK
ETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILS
SLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAISGVSDSKFRTICSSVDKLDKVSWEEVKN
EMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGLG
DLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEP
LGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALE
EKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLY KKNPKLLNQ
LQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTG

181

HRS(1-506)
C235S

IC\)/IPALERAALEELVKLQGERVRGLKQQKASAELIEEEVAKLLKLKAQLGPDE
SKQKFVLKTPKGTRDYSPRQMAVREKVFDVIIRCFKRHGAEVIDTPVFELK
ETLMGKYGEDSKLIYDLKDQGGELLSLRYDLTVPFARYLAMNKLTNIKR
YHIAKVYRRDNPAMTRGRYREFYQCDFDIAGNFDPMIPDAECLKIMCEILS
SLQIGDFLVKVNDRRILDGMFAICGVSDSKFRTISSSVDKLDKVSWEEVKN
EMVGEKGLAPEVADRIGDYVQQHGGVSLVEQLLQDPKLSQNKQALEGLG
DLKLLFEYLTLFGIDDKISFDLSLARGLDYYTGVIYEAVLLQTPAQAGEEP
LGVGSVAAGGRYDGLVGMFDPKGRKVPCVGLSIGVERIFSIVEQRLEALE
EKIRTTETQVLVASAQKKLLEERLKLVSELWDAGIKAELLYKKNPKLLNQ
LQYCEEAGIPLVAIIGEQELKDGVIKLRSVTSREEVDVRREDLVEEIKRRTG
OPL

182

Nombre

Secuencias de ADN

SEQID
NO:

HRS(1-506)
C174A

ATGGCGGAACGTGCCGCACTGGAAGAATTGGTTAAATTACAGGGAGA
ACGCGTACGTGGTCTTAAACAACAAAAAGCCTCTGCGGAATTGATTGA
AGAAGAAGTTGCCAAATTACTGAAACTGAAAGCTCAACTTGGACCCGA
TGAAAGTAAACAAAAATTTGTGTTGAAAACGCCCAAAGGAACCCGTG
ATTATAGTCCACGTCAAATGGCCGTTCGTGAAAAAGTGTTCGACGTTA
TTATTCGCTGTTTTAAACGTCACGGTGCTGAAGTAATCGATACCCCCGT
ATTTGAATTGAAAGAGACTCTGATGGGCAAATATGGTGAAGATTCTAA
ACTGATTTATGATTTGAAAGACCAAGGAGGTGAACTGCTGAGCCTGCG
CTACGACTTAACTGTGCCTTTTGCCCGTTACTTAGCCATGAATAAATTaA
CCAACATCAAACGTTACCATATTGCAAAAGTATATCGCCGCGACAACC
CTGCAATGACTCGTGGACGCTATCGCGAATTCTATCAGGCTGATTTTGA
TATTGCCGGAAATTTCGACCCGATGATCCCGGATGCCGAGTGTTTGAA
AATTATGTGTGAAATTCTGAGTTCGTTGCAGATCGGAGACTTTCTTGTA
AAAGTTAATGACCGCCGTATTCTGGATGGTATGTTTGCTATTTGCGGTG
TTTCTGATTCCAAATTCCGTACAATCTGCTCAAGCGTGGACAAATTGGA
TAAAGTGTCTTGGGAAGAAGTAAAAAATGAAATGGTGGGAGAAAAAG
GCCTGGCTCCAGAAGTAGCAGACCGTATTGGTGACTATGTTCAACAAC
ATGGCGGTGTGTCCTTAGTCGAACAGTTATTACAGGATCCTAAACTGA
GCCAAAATAAACAAGCACTTGAAGGACTGGGAGATCTGAAATTACTCT
TTGAATATCTGACCTTATTTGGGATTGATGATAAAATTAGCTTTGATCT
GAGCTTGGCCCGCGGTCTTGATTATTATACCGGCGTGATTTACGAAGCT
GTTCTCTTGCAAACCCCAGCCCAGGCGGGCGAAGAGCCTTTGGGAGTC
GGCAGTGTGGCAGCCGGTGGTCGTTATGATGGTTTGGTAGGAATGTTT
GACCCTAAAGGCCGTAAAGTACCATGTGTGGGGCTTTCTATCGGTGTC
GAACGTATCTTTTCTATTGTTGAACAACGTCTTGAAGCTTTGGAGGAAA
AGATCCGTACCACGGAAacCCAAGTCTTAGTTGCaAGTGCCCAAAAAAA
ACTGTTAGAAGAACGCCTGAAACTCGTATCAGAACTTTGGGACGCCGG
CATCAAGGCCGAACTGCTGTATAAAAAGAACCCGAAATTGTTAAACCA
ACTCCAGTATTGTGAAGAAGCTGGGATCCCACTCGTAGCTATTATTGG
TGAGCAAGAATTAAAAGATGGCGTGATTAAACTGCGTTCAGTAACAAG

183

CCGTGAAGAGGTAGATGTACGTCGCGAAGACTTAGTGGAAGAAATTA
AACGCCGCACCGGTCAACCGTTA

69
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HRS(1-506)
c174v

ATGGCGGAACGTGCCGCACTGGAAGAATTGGTTAAATTACAGGGAGA
ACGCGTACGTGGTCTTAAACAACAAAAAGCCTCTGCGGAATTGATTGA
AGAAGAAGTTGCCAAATTACTGAAACTGAAAGCTCAACTTGGACCCGA
TGAAAGTAAACAAAAATTTGTGTTGAAAACGCCCAAAGGAACCCGTG
ATTATAGTCCACGTCAAATGGCCGTTCGTGAAAAAGTGTTCGACGTTA
TTATTCGCTGTTTTAAACGTCACGGTGCTGAAGTAATCGATACCCCCGT
ATTTGAATTGAAAGAGACTCTGATGGGCAAATATGGTGAAGATTCTAA
ACTGATTTATGATTTGAAAGACCAAGGAGGTGAACTGCTGAGCCTGCG
CTACGACTTAACTGTGCCTTTTGCCCGTTACTTAGCCATGAATAAATTaA
CCAACATCAAACGTTACCATATTGCAAAAGTATATCGCCGCGACAACC
CTGCAATGACTCGTGGACGCTATCGCGAATTCTATCAGGTTGATTTTGA
TATTGCCGGAAATTTCGACCCGATGATCCCGGATGCCGAGTGTTTGAA
AATTATGTGTGAAATTCTGAGTTCGTTGCAGATCGGAGACTTTCTTGTA
AAAGTTAATGACCGCCGTATTCTGGATGGTATGTTTGCTATTTGCGGTG
TTTCTGATTCCAAATTCCGTACAATCTGCTCAAGCGTGGACAAATTGGA
TAAAGTGTCTTGGGAAGAAGTAAAAAATGAAATGGTGGGAGAAAAAG
GCCTGGCTCCAGAAGTAGCAGACCGTATTGGTGACTATGTTCAACAAC
ATGGCGGTGTGTCCTTAGTCGAACAGTTATTACAGGATCCTAAACTGA
GCCAAAATAAACAAGCACTTGAAGGACTGGGAGATCTGAAATTACTCT
TTGAATATCTGACCTTATTTGGGATTGATGATAAAATTAGCTTTGATCT
GAGCTTGGCCCGCGGTCTTGATTATTATACCGGCGTGATTTACGAAGCT
GTTCTCTTGCAAACCCCAGCCCAGGCGGGCGAAGAGCCTTTGGGAGTC
GGCAGTGTGGCAGCCGGTGGTCGTTATGATGGTTITGGTAGGAATGTTT
GACCCTAAAGGCCGTAAAGTACCATGTGTGGGGCTTTCTATCGGTGTC
GAACGTATCTTTTCTATTGTTGAACAACGTCTTGAAGCTTTGGAGGAAA
AGATCCGTACCACGGAAacCCAAGTCTTAGTTGCaAGTGCCCAAAAAAA
ACTGTTAGAAGAACGCCTGAAACTCGTATCAGAACTTTGGGACGCCGG
CATCAAGGCCGAACTGCTGTATAAAAAGAACCCGAAATTGTTAAACCA
ACTCCAGTATTGTGAAGAAGCTGGGATCCCACTCGTAGCTATTATTGG
TGAGCAAGAATTAAAAGATGGCGTGATTAAACTGCGTTCAGTAACAAG
CCGTGAAGAGGTAGATGTACGTCGCGAAGACTTAGTGGAAGAAATTA
AACGCCGCACCGGTCAACCGTTA

184

HRS(1-506)
C191A

ATGGCGGAACGTGCCGCACTGGAAGAATTGGTTAAATTACAGGGAGA
ACGCGTACGTGGTCTTAAACAACAAAAAGCCTCTGCGGAATTGATTGA
AGAAGAAGTTGCCAAATTACTGAAACTGAAAGCTCAACTTGGACCCGA
TGAAAGTAAACAAAAATTTGTGTTGAAAACGCCCAAAGGAACCCGTG
ATTATAGTCCACGTCAAATGGCCGTTCGTGAAAAAGTGTTCGACGTTA
TTATTCGCTGTTTTAAACGTCACGGTGCTGAAGTAATCGATACCCCCGT
ATTTGAATTGAAAGAGACTCTGATGGGCAAATATGGTGAAGATTCTAA
ACTGATTTATGATTTGAAAGACCAAGGAGGTGAACTGCTGAGCCTGCG
CTACGACTTAACTGTGCCTTTTGCCCGTTACTTAGCCATGAATAAATTaA
CCAACATCAAACGTTACCATATTGCAAAAGTATATCGCCGCGACAACC
CTGCAATGACTCGTGGACGCTATCGCGAATTCTATCAGTGTGATTTTGA
TATTGCCGGAAATTTCGACCCGATGATCCCGGATGCCGAGGCTTTGAA
AATTATGTGTGAAATTCTGAGTTCGTTGCAGATCGGAGACTTTCTTGTA
AAAGTTAATGACCGCCGTATTCTGGATGGTATGTTTGCTATTTGCGGTG
TTTCTGATTCCAAATTCCGTACAATCTGCTCAAGCGTGGACAAATTGGA
TAAAGTGTCTTGGGAAGAAGTAAAAAATGAAATGGTGGGAGAAAAAG
GCCTGGCTCCAGAAGTAGCAGACCGTATTGGTGACTATGTTCAACAAC
ATGGCGGTGTGTCCTTAGTCGAACAGTTATTACAGGATCCTAAACTGA
GCCAAAATAAACAAGCACTTGAAGGACTGGGAGATCTGAAATTACTCT
TTGAATATCTGACCTTATTTGGGATTGATGATAAAATTAGCTTTGATCT
GAGCTTGGCCCGCGGTCTTGATTATTATACCGGCGTGATTTACGAAGCT
GTTCTCTTGCAAACCCCAGCCCAGGCGGGCGAAGAGCCTTTGGGAGTC
GGCAGTGTGGCAGCCGGTGGTCGTTATGATGGTTTGGTAGGAATGTTT
GACCCTAAAGGCCGTAAAGTACCATGTGTGGGGCTTTCTATCGGTGTC
GAACGTATCTTTTCTATTGTTGAACAACGTCTTGAAGCTTTGGAGGAAA
AGATCCGTACCACGGAAacCCAAGTCTTAGTTGCaAGTGCCCAAAAAAA

185

ACTGTTAGAAGAACGCCTGAAACTCGTATCAGAACTTTGGGACGCCGG
CATCAAGGCCGAACTGCTGTATAAAAAGAACCCGAAATTGTTAAACCA
ACTCCAGTATTGTGAAGAAGCTGGGATCCCACTCGTAGCTATTATTGG
TGAGCAAGAATTAAAAGATGGCGTGATTAAACTGCGTTCAGTAACAAG
CCGTGAAGAGGTAGATGTACGTCGCGAAGACTTAGTGGAAGAAATTA
AACGCCGCACCGGTCAACCGTTA

70
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HRS(1-506)
C191S

ATGGCGGAACGTGCCGCACTGGAAGAATTGGTTAAATTACAGGGAGA
ACGCGTACGTGGTCTTAAACAACAAAAAGCCTCTGCGGAATTGATTGA
AGAAGAAGTTGCCAAATTACTGAAACTGAAAGCTCAACTTGGACCCGA
TGAAAGTAAACAAAAATTTGTGTTGAAAACGCCCAAAGGAACCCGTG
ATTATAGTCCACGTCAAATGGCCGTTCGTGAAAAAGTGTTCGACGTTA
TTATTCGCTGTTTTAAACGTCACGGTGCTGAAGTAATCGATACCCCCGT
ATTTGAATTGAAAGAGACTCTGATGGGCAAATATGGTGAAGATTCTAA
ACTGATTTATGATTTGAAAGACCAAGGAGGTGAACTGCTGAGCCTGCG
CTACGACTTAACTGTGCCTTTTGCCCGTTACTTAGCCATGAATAAATTaA
CCAACATCAAACGTTACCATATTGCAAAAGTATATCGCCGCGACAACC
CTGCAATGACTCGTGGACGCTATCGCGAATTCTATCAGTGTGATTTTGA
TATTGCCGGAAATTTCGACCCGATGATCCCGGATGCCGAGAGTTTGAA
AATTATGTGTGAAATTCTGAGTTCGTTGCAGATCGGAGACTTTCTTGTA
AAAGTTAATGACCGCCGTATTCTGGATGGTATGTTTGCTATTTGCGGTG
TTTCTGATTCCAAATTCCGTACAATCTGCTCAAGCGTGGACAAATTGGA
TAAAGTGTCTTGGGAAGAAGTAAAAAATGAAATGGTGGGAGAAAAAG
GCCTGGCTCCAGAAGTAGCAGACCGTATTGGTGACTATGTTCAACAAC
ATGGCGGTGTGTCCTTAGTCGAACAGTTATTACAGGATCCTAAACTGA
GCCAAAATAAACAAGCACTTGAAGGACTGGGAGATCTGAAATTACTCT
TTGAATATCTGACCTTATTTGGGATTGATGATAAAATTAGCTTTGATCT
GAGCTTGGCCCGCGGTCTTGATTATTATACCGGCGTGATTTACGAAGCT
GTTCTCTTGCAAACCCCAGCCCAGGCGGGCGAAGAGCCTTTGGGAGTC
GGCAGTGTGGCAGCCGGTGGTCGTTATGATGGTTTGGTAGGAATGTTT
GACCCTAAAGGCCGTAAAGTACCATGTGTGGGGCTTTCTATCGGTGTC
GAACGTATCTTTTCTATTGTTGAACAACGTCTTGAAGCTITGGAGGAAA
AGATCCGTACCACGGAAacCCAAGTCTTAGTTGCaAGTGCCCAAAAAAA
ACTGTTAGAAGAACGCCTGAAACTCGTATCAGAACTTTGGGACGCCGG
CATCAAGGCCGAACTGCTGTATAAAAAGAACCCGAAATTGTTAAACCA
ACTCCAGTATTGTGAAGAAGCTGGGATCCCACTCGTAGCTATTATTGG
TGAGCAAGAATTAAAAGATGGCGTGATTAAACTGCGTTCAGTAACAAG
CCGTGAAGAGGTAGATGTACGTCGCGAAGACTTAGTGGAAGAAATTA
AACGCCGCACCGGTCAACCGTTA

186

HRS(1-506)
C191V

ATGGCGGAACGTGCCGCACTGGAAGAATTGGTTAAATTACAGGGAGA
ACGCGTACGTGGTCTTAAACAACAAAAAGCCTCTGCGGAATTGATTGA
AGAAGAAGTTGCCAAATTACTGAAACTGAAAGCTCAACTTGGACCCGA
TGAAAGTAAACAAAAATTTGTGTTGAAAACGCCCAAAGGAACCCGTG
ATTATAGTCCACGTCAAATGGCCGTTCGTGAAAAAGTGTTCGACGTTA
TTATTCGCTGTTTTAAACGTCACGGTGCTGAAGTAATCGATACCCCCGT
ATTTGAATTGAAAGAGACTCTGATGGGCAAATATGGTGAAGATTCTAA
ACTGATTTATGATTTGAAAGACCAAGGAGGTGAACTGCTGAGCCTGCG
CTACGACTTAACTGTGCCTTTTGCCCGTTACTTAGCCATGAATAAaTTaA
CCAACATCAAACGTTACCATATTGCAAAAGTATATCGCCGCGACAACC
CTGCAATGACTCGTGGACGCTATCGCGAATTCTATCAGTGTGATTTTGA
TATTGCCGGAAATTTCGACCCGATGATCCCGGATGCCGAGGTTTTGAA
AATTATGTGTGAAATTCTGAGTTCGTTGCAGATCGGAGACTTTCTTGTA
AAAGTTAATGACCGCCGTATTCTGGATGGTATGTTTGCTATTTGCGGTG
TTTCTGATTCCAAATTCCGTACAATCTGCTCAAGCGTGGACAAATTGGA
TAAAGTGTCTTGGGAAGAAGTAAAAAATGAAATGGTGGGAGAAAAAG
GCCTGGCTCCAGAAGTAGCAGACCGTATTGGTGACTATGTTCAACAAC
ATGGCGGTGTGTCCTTAGTCGAACAGTTATTACAGGATCCTAAACTGA
GCCAAAATAAACAAGCACTTGAAGGACTGGGAGATCTGAAATTACTCT
TTGAATATCTGACCTTATTTGGGATTGATGATAAAATTAGCTTTGATCT
GAGCTTGGCCCGCGGTCTTGATTATTATACCGGCGTGATTTACGAAGCT
GTTCTCTTGCAAACCCCAGCCCAGGCGGGCGAAGAGCCTTTGGGAGTC

187

GGCAGTGTGGCAGCCGGTGGTCGTTATGATGGTTTGGTAGGAATGTTT
GACCCTAAAGGCCGTAAAGTACCATGTGTGGGGCTTTCTATCGGTGTC
GAACGTATCTTTTCTATTGTTGAACAACGTCTTGAAGCTTTGGAGGAAA
AGATCCGTACCACGGAAacCCAAGTCTTAGTTGCaAGTGCCCAAAAAAA
ACTGTTAGAAGAACGCCTGAAACTCGTATCAGAACTTTGGGACGCCGG
CATCAAGGCCGAACTGCTGTATAAAAAGAACCCGAAATTGTTAAACCA
ACTCCAGTATTGTGAAGAAGCTGGGATCCCACTCGTAGCTATTATTGG
TGAGCAAGAATTAAAAGATGGCGTGATTAAACTGCGTTCAGTAACAAG
CCGTGAAGAGGTAGATGTACGTCGCGAAGACTTAGTGGAAGAAATTA
AACGCCGCACCGGTCAACCGTTA

71
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HRS(1-506)
C224S

ATGGCGGAACGTGCCGCACTGGAAGAATTGGTTAAATTACAGGGAGA
ACGCGTACGTGGTCTTAAACAACAAAAAGCCTCTGCGGAATTGATTGA
AGAAGAAGTTGCCAAATTACTGAAACTGAAAGCTCAACTTGGACCCGA
TGAAAGTAAACAAAAATTTGTGTTGAAAACGCCCAAAGGAACCCGTG
ATTATAGTCCACGTCAAATGGCCGTTCGTGAAAAAGTGTTCGACGTTA
TTATTCGCTGTTTITAAACGTCACGGTGCTGAAGTAATCGATACCCCCGT
ATTTGAATTGAAAGAGACTCTGATGGGCAAATATGGTGAAGATTCTAA
ACTGATTTATGATTTGAAAGACCAAGGAGGTGAACTGCTGAGCCTGCG
CTACGACTTAACTGTGCCTTTTGCCCGTTACTTAGCCATGAATAAaTTaA
CCAACATCAAACGTTACCATATTGCAAAAGTATATCGCCGCGACAACC
CTGCAATGACTCGTGGACGCTATCGCGAATTCTATCAGTGTGATTTTGA
TATTGCCGGAAATTTCGACCCGATGATCCCGGATGCCGAGTGTTTGAA
AATTATGTGTGAAATTCTGAGTTCGTTGCAGATCGGAGACTTTCTTGTA
AAAGTTAATGACCGCCGTATTCTGGATGGTATGTTTGCTATTTCCGGTG
TTTCTGATTCCAAATTCCGTACAATCTGCTCAAGCGTGGACAAATTGGA
TAAAGTGTCTTGGGAAGAAGTAAAAAATGAAATGGTGGGAGAAAAAG
GCCTGGCTCCAGAAGTAGCAGACCGTATTGGTGACTATGTTCAACAAC
ATGGCGGTGTGTCCTTAGTCGAACAGTTATTACAGGATCCTAAACTGA
GCCAAAATAAACAAGCACTTGAAGGACTGGGAGATCTGAAATTACTCT
TTGAATATCTGACCTTATTTGGGATTGATGATAAAATTAGCTTTGATCT
GAGCTTGGCCCGCGGTCTTGATTATTATACCGGCGTGATTTACGAAGCT
GTTCTCTTGCAAACCCCAGCCCAGGCGGGCGAAGAGCCTTTGGGAGTC
GGCAGTGTGGCAGCCGGTGGTCGTTATGATGGTTTGGTAGGAATGTTT
GACCCTAAAGGCCGTAAAGTACCATGTGTGGGGCTTTCTATCGGTGTC
GAACGTATCTTTTCTATTGTTGAACAACGTCTTGAAGCTTITGGAGGAAA
AGATCCGTACCACGGAAacCCAAGTCTTAGTTGCaAGTGCCCAAAAAAA
ACTGTTAGAAGAACGCCTGAAACTCGTATCAGAACTTTGGGACGCCGG
CATCAAGGCCGAACTGCTGTATAAAAAGAACCCGAAATTGTTAAACCA
ACTCCAGTATTGTGAAGAAGCTGGGATCCCACTCGTAGCTATTATTGG
TGAGCAAGAATTAAAAGATGGCGTGATTAAACTGCGTTCAGTAACAAG
CCGTGAAGAGGTAGATGTACGTCGCGAAGACTTAGTGGAAGAAATTA
AACGCCGCACCGGTCAACCGTTA

188

HRS(1-506)
C235S

ATGGCGGAACGTGCCGCACTGGAAGAATTGGTTAAATTACAGGGAGA
ACGCGTACGTGGTCTTAAACAACAAAAAGCCTCTGCGGAATTGATTGA
AGAAGAAGTTGCCAAATTACTGAAACTGAAAGCTCAACTTGGACCCGA
TGAAAGTAAACAAAAATTTGTGTTGAAAACGCCCAAAGGAACCCGTG
ATTATAGTCCACGTCAAATGGCCGTTCGTGAAAAAGTGTTCGACGTTA
TTATTCGCTGTTTITAAACGTCACGGTGCTGAAGTAATCGATACCCCCGT
ATTTGAATTGAAAGAGACTCTGATGGGCAAATATGGTGAAGATTCTAA
ACTGATTTATGATTTGAAAGACCAAGGAGGTGAACTGCTGAGCCTGCG
CTACGACTTAACTGTGCCTTTTGCCCGTTACTTAGCCATGAATAAATTaA
CCAACATCAAACGTTACCATATTGCAAAAGTATATCGCCGCGACAACC
CTGCAATGACTCGTGGACGCTATCGCGAATTCTATCAGTGTGATTTTGA
TATTGCCGGAAATTTCGACCCGATGATCCCGGATGCCGAGTGTTTGAA
AATTATGTGTGAAATTCTGAGTTCGTTGCAGATCGGAGACTTTCTTGTA
AAAGTTAATGACCGCCGTATTCTGGATGGTATGTTTGCTATTTGCGGTG
TTTCTGATTCCAAATTCCGTACAATCTCCTCAAGCGTGGACAAATTGGA
TAAAGTGTCTTGGGAAGAAGTAAAAAATGAAATGGTGGGAGAAAAAG
GCCTGGCTCCAGAAGTAGCAGACCGTATTGGTGACTATGTTCAACAAC
ATGGCGGTGTGTCCTTAGTCGAACAGTTATTACAGGATCCTAAACTGA

189

GCCAAAATAAACAAGCACTTGAAGGACTGGGAGATCTGAAATTACTCT
TTGAATATCTGACCTTATTTGGGATTGATGATAAAATTAGCTTTGATCT
GAGCTTGGCCCGCGGTCTTGATTATTATACCGGCGTGATTTACGAAGCT
GTTCTCTTGCAAACCCCAGCCCAGGCGGGCGAAGAGCCTTTGGGAGTC
GGCAGTGTGGCAGCCGGTGGTCGTTATGATGGTTTGGTAGGAATGTTT
GACCCTAAAGGCCGTAAAGTACCATGTGTGGGGCTTTCTATCGGTGTC
GAACGTATCTTTTCTATTGTTGAACAACGTCTTGAAGCTTTGGAGGAAA
AGATCCGTACCACGGAAacCCAAGTCTTAGTTGCaAGTGCCCAAAAAAA
ACTGTTAGAAGAACGCCTGAAACTCGTATCAGAACTTTGGGACGCCGG
CATCAAGGCCGAACTGCTGTATAAAAAGAACCCGAAATTGTTAAACCA
ACTCCAGTATTGTGAAGAAGCTGGGATCCCACTCGTAGCTATTATTGG
TGAGCAAGAATTAAAAGATGGCGTGATTAAACTGCGTTCAGTAACAAG
CCGTGAAGAGGTAGATGTACGTCGCGAAGACTTAGTGGAAGAAATTA
AACGCCGCACCGGTCAACCGTTA
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En algunas realizaciones de la presente descripcion, dichos mutantes sustituidos por cisteina se modifican para
disefiar, insertar o introducir por otros medios un residuo de cisteina con exposicidon superficial en una superficie
definida, donde el residuo introducido no interfiere sustancialmente con la actividad no canénica del polipéptido de
HRS. Los ejemplos especificos incluyen por ejemplo la insercién (o reinsercion) de residuos de cisteina adicionales
en el extremo N o C de cualquiera de los polipéptidos de HRS de cisteina reducidos descritos anteriormente. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, la insercién de dichas cisteinas de exposicion superficial en el
extremo N o C implica la reinsercion del ultimo 1, los Ultimos 2 o los Gltimos 3 aminoéacidos en el extremo C de origen
natural de la HRS humana de longitud completa en una variante de cisteina reducida de un polipéptido de HRS por
ejemplo, la reinsercion de parte o la totalidad de la secuencia CIC (Cys lle Cys). Los mutantes de cisteina reducidos
de ejemplo incluyen por ejemplo cualquier combinacion de mutaciones (o la delecion de) en los residuos Cys174,
Cys191, Cys224 y Cys235, y/o la delecion o sustitucion de Cys507 y Cys509 (basandose en la numeracion de HRS
humana de longitud completa (SEQ ID NO: 1) en cualquiera de los polipéptidos de HRS de la SEQ ID NO: 1-106,
131-133, 137-143, 178, 180, 182, 184 6 186-195 o cualquiera de los polipéptidos de HRS recogidos en las Tablas
D1-D9 o deducibles a partir de ellos.

En varias realizaciones de la presente descripcion, la presente descripcién contempla modificaciones en cualquier
posicion de aminoacido en un polipéptido de HRS en virtud de la sustitucion de un aminoacido de origen natural que
comprende opcionalmente un grupo funcional. Los aminoacidos no naturales pueden insertarse o sustituirse, por
ejemplo, en uno o mas de residuos de 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24 6 25 aminoacidos con respecto al extremo N y/o el extremo C de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41,
43, 70-71, 74-153, 160-172 6 176-182 (o cualquiera de los polipéptidos de HRS recogidos en las Tablas D1-D9 o
deducibles a partir de ellos); en el extremo N y/o el extremo C de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43,
70-71, 74-153, 160-172 6 176-182 (o cualquiera de los polipéptidos de HRS recogidos en las Tablas D1-D9 o
deducibles a partir de ellos); o un residuo de aminoacidos de superficie accesible para el disolvente tal como se
describe en la presente memoria.

En realizaciones particulares de la presente descripcion, los aminoacidos de origen no natural incluyen, sin
limitacion, cualquier aminoacido, aminoacido modificado o analogo de aminoacido diferente a la selenocisteina y los
siguientes veinte alfa-aminoacidos codificados genéticamente: alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina, valina. La estructura genérica de un alfa-aminoacido se ilustra mediante la
férmula siguiente:

R

HyN CO3H

Un aminoacido no natural es normalmente cualquier estructura que tiene la férmula anterior donde el grupo R es
cualquier sustituyente distinto al usado en los veinte aminoacidos naturales. Consultense, por ejemplo, textos de
bioquimica tales como Biochemistry de L. Stryer, 3% ed. 1988, Freeman and Company, Nueva York, sobre
estructuras de los veinte aminoacidos naturales. Debe observarse que los aminoacidos no naturales descritos en la
presente memoria pueden ser compuestos de origen natural distintos a los veinte alfa-aminoacidos anteriores. Dado
que los aminoacidos no naturales descritos en la presente memoria difieren normalmente de los aminoacidos
naturales soélo en la cadena lateral, los aminoacidos no naturales forman enlaces de amida con otros aminoacidos,
por ejemplo, naturales o no naturales, del mismo modo en que se forman en proteinas de origen natural. Sin
embargo, los aminoacidos no naturales tienen grupos de cadena lateral que los distinguen de los aminoéacidos
naturales. Por ejemplo, R en la férmula anterior comprende opcionalmente un grupo alquil-, aril-, haluro de arilo,
haluro de vinilo, haluro de alquilo, acetilo, cetona, aziridina, nitrilo, nitro, haluro, acil-, ceto-, azido-, hidroxil-,
hidracina, ciano-, halo-, hidracida, alquenilo, alquinilo, éter, tioéter, epdxido, sulfona, acido bordnico, éster boronato,
borano, acido fenilborénico, tiol, seleno-, sulfonil-, borato, boronato, fosfo, fosfono, fosfina, heterociclico-, piridilo,
naftilo, benzofenona, un anillo restringido tal como un ciclooctino, tioéter, enona, imina, aldehido, éster, tioacido,
hidroxilamina, amino, acido carboxilico, acido alfa-ceto carboxilico, acidos alfa o beta insaturados y amidas,
glioxilamida u organosilano, o similares o cualquier combinacion de los mismos.

Los ejemplos especificos de aminoacidos no naturales incluyen, pero no se limitan a, p-acetil-L-fenilalanina, O-metil-
L-tirosina, una L-3-(2-naftil)alanina, una 3-metil-fenilalanina, una O-4-alil-L-tirosina, una 4-propil-L-tirosina, una tri-O-
acetil-GIcNAcB-serina, B-O-GIcNAc-L-serina, una tri-O-acetil-GalNAc-a-treonina, una a-GalNAc-L-treonina, una L-
Dopa, una fenilalanina fluorada, una isopropil-L-fenilalanina, una p-azido-L-fenilalanina, una p-acil-L-fenilalanina, una
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p-benzoil-L-fenilalanina, una L-fosfoserina, una fosfonoserina, una fosfonotirosina, una p-yodo-fenilalanina, una p-
bromofenilalanina, una p-amino-L-fenilalanina, una isopropil-L-fenilalanina, las enumeradas mas adelante, o en otras
partes de la presente memoria, y similares.

Por consiguiente, es posible seleccionar un aminoéacido de origen natural que comprende un grupo funcional que
forma un enlace covalente con cualquier grupo funcional preferido de fraccion heteréloga, por ejemplo, una fraccion
PEG. Los aminoacidos no naturales, una vez seleccionados, pueden ser adquiridos de vendedores o sintetizarse por
medios quimicos. Puede incorporarse cualquier nUmero de aminodacidos no naturales en la molécula diana y puede
variar de acuerdo con el niumero de polimeros solubles en agua deseados, por ejemplo, fracciones de PEG, a las
gue deben unirse. Las fracciones pueden unirse a todos o solo algunos de los aminoacidos no naturales. Ademas,
pueden incorporarse los mismos aminoacidos no naturales o diferentes en un polipéptido de HRS, dependiendo del
resultado que se desee. En algunas realizaciones de la presente descripcion, se incorporan aproximadamente 1, 2,
3,4,5,6,7, 8,9, 10 o mas aminoacidos no naturales en un polipéptido de HRS, parte o la totalidad de los cuales
pueden conjugarse en una fraccion heteréloga que comprende un grupo funcional deseado.

Algunas realizaciones de la presente descripcion contemplan también el uso de polipéptidos de HRS modificados,
que incluyen modificaciones que mejoran las caracteristicas deseadas de un polipéptido de HRS, tal como se
describe en la presente memoria. Las modificaciones de polipéptidos de HRS de la presente descripcion incluyen
derivatizaciones quimicas y/o enzimaticas en uno o mas aminoacidos constituyentes, incluyendo modificaciones de
cadena lateral, modificaciones de cadena principal y modificaciones en el extremo N y C que incluyen acetilacion,
hidroxilacién, metilacién, amidacion y la union de fracciones de proteinas de fusion, hidratos de carbono o lipidos,
cofactores, la sustitucion de aminoacidos D y similares. Las modificaciones de ejemplo incluyen también PEGilacion
de un polipéptido de HRS (véase, por ejemplo, Veronese y Harris, Advanced Drug Delivery Reviews 54: 453-456,
2002; y Pasut y col., Expert Opinion. Ther. Patents 14(6) 859-894 2004). En algunas realizaciones de la presente
descripcion, dichos polipéptidos de HRS PEGilados comprenden una mutacién para afiadir o eliminar una cisteina
enddgena, al objeto de facilitar el acoplamiento selectivo por medio de una cisteina exdgena o endégena u otro
residuo.

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. Ademas es transparente, incoloro, inodoro y
quimicamente estable. Por estos y otros motivos, PEG se ha seleccionado como el polimero preferido para la
fijacion, pero se ha empleado exclusivamente con fines de ilustracion y no de limitaciéon. Pueden obtenerse
productos similares con otros polimeros solubles en agua, que incluyen sin limitacién; polialcohol vinilico, otros
poli(6xidos de alquileno) tales como poli(propilenglicol) y similares, poli(polioles oxietilados) tales como poli(glicerol
oxietilado) y similares, carboximetilcelulosa, dextrano, polialcohol vinilico, polivinilpirrolidona, poli-1,3- dioxolano, poli-
1,3,6-trioxano, anhidrido etilénico/maleico, y poliaminoacidos. Un experto en la materia sabra seleccionar el polimero
deseado basandose en la dosificacién deseada, el tiempo de circulacién, la resistencia a la protedlisis y otras
consideraciones.

En particular se dispone de una amplia variedad de derivados de PEG adecuados para su uso en la preparacion de
conjugados PEG. Por ejemplo, los reactivos PEG de NOF Corp. Comercializados con la marca SUNBRIGHT®
Series proporcionan numerosos derivados de PEG, que incluyen metoxipolietilenglicoles y derivados de PEG
activados tales como metoxi-PEG aminas, maleimidas, ésteres de N-hidroxisuccinimida y acidos carboxilicos, para
su acoplamiento mediante diversos al extremo N, el extremo C o cualquier aminoacido interno del polipéptido AARS.
La tecnologia de PEGilacion avanzada de Nektar Therapeutics ofrece también diversas tecnologias de acoplamiento
a PEG para mejorar potencialmente la seguridad y la eficacia de una terapéutica basada en polipéptidos de HRS.

Las patentes, las solicitudes de patente publicadas y las publicaciones relacionadas proporcionaran también a los
expertos en la materia que leen la presente descripcion tecnologias de acoplamiento PEG posibles de interés y
derivados PEG. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n°® 6.436.386; 5.932.462; 5.900.461; 5.824.784; y
4.904.584 que describen dichas tecnologias y derivados, asi como procedimientos para su fabricacion.

En algunos aspectos de la presente descripcion, puede usarse la tecnologia de union quimioselectiva para modificar
los polipéptidos de HRS descritos en la presente memoria, tal como la unién de polimeros de una forma controlada y
especifica del sitio. Dicha tecnologia depende normalmente de la the incorporacion de anclajes quimioselectivos en
la estructura principal de la proteina por medios quimicos, o recombinantes, y la posterior modificacion con un
polimero que lleva un conector complementario. Como consecuencia, el proceso de ensamblaje y la estructura
covalente del conjugado proteina-polimero resultante pueden ser controlados, lo que permite la optimizacion racional
de las propiedades farmacoldgicas, tales como la eficacia y las propiedades farmacocinéticas (véase, por ejemplo,
Kochendoerfer, Current Opinion in Chemical Biology 9:555-560, 2005).
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En otras realizaciones de la presente descripcion, se incluyen también las proteinas de fusién de polipéptido de HRS
con otras proteinas, y estas proteinas de fusion pueden modular la actividad biologica del polipéptido de HRS, la
secrecion, la antigenicidad, el direccionamiento, la vida biolégica, la capacidad de penetrar a través de las
membranas celulares o la barrera hematoencefalica, o las propiedades farmacocinéticas. Los ejemplos de proteinas
de fusién que mejoran las propiedades farmacocinéticas ("modificadores PK") incluyen sin limitacion, fusiones con
albimina humana (Osborn y col. Eur. J. Pharmacol. 456(1-3): 149-158, (2002)), dominios de anticuerpos Fc,
secuencias poli Glu o poli Asp y transferrina. Ademas, la fusion con secuencias de polipéptidos modificadas
conformacionalmente compuestas por los aminoacidos Pro, Ala, y Ser (PASilaciéon’) o hidroxietilalmidon
(comercializado con la marca HESYLATION®) proporciona una forma sencilla de incrementar el volumen
hidrodinamico del polipéptido de HRS. Esta extension adicional adopta una estructura aleatoria voluminosa, que
aumenta significativamente el tamafio de la proteina de fusién resultante. Por este medio, el aclaramiento
normalmente rapido de los polipéptidos de HRS de menor tamafio por medio de filtrado renal se retrasa en varios
ordenes de magnitud. Ademas, se ha demostrado también que el uso de proteinas de fusién IgG facilita la
penetracion por algunas proteinas de fusidn de la barrera hematoencefalica (Fu y col., (2010) Brain Res. 1352:208-
13).

Los ejemplos de proteinas de fusiébn que modulan la antigenicidad o las propiedades inmunomoduladoras del
polipéptido de HRS incluyen fusiones con ligandos de unién a linfocitos T, que incluyen por ejemplo, proteinas MHC
de clase | y Il, microglobulina b-2, partes de LFA-3, partes de la region Fc de la cadena pesada y conjugados y
derivados de las mismas; se describen ejemplos de dichas proteinas de fusion por ejemplo en el documento EP-
1.964.854, las patentes de EE.UU. n° 5.468.481; 5.130.297; 5.635.363; 6.451.314 y el documento US-
2009/0.280.135.

Ademas en algunas realizaciones de la presente descripcién, el polipéptido de HRS puede incluir secuencias de
sefiales de secrecion sintéticas o de origen natural, derivadas de otras proteinas secretadas bien caracterizadas. En
algunas realizaciones de la presente descripcion dichas proteinas pueden procesarse mediante escision proteolitica
para formar el polipéptido de HRS in situ. En algunas realizaciones de la presente descripcién el polipéptido de HRS
puede comprender sitios de escision proteolitica heterdloga, para facilitar la expresién in situ y la produccion del
polipéptido de HRS en una posicién intracelular o extracelular. Otras proteinas de fusiéon pueden incluir también por
ejemplo fusiones de polipéptido de HRS con ubicuitina para proporcionar un nuevo aminodacido en el extremo N, o el
uso de una sefial de secrecion para mediar en la secrecién a alto nivel del polipéptido de HRS en el medio
extracelular, o marcas de epitopos en el extremo N o C para mejorar la purificaciéon o deteccion.

En algunos aspectos de la presente descripcion, el uso de aminoacidos no naturales puede usarse para modificar
(por ejemplo, aumentar) una actividad no canonica seleccionada de un polipéptido de HRS, o para alterar la vida
media in vivo o in vitro de la proteina. Los aminoacidos no naturales también pueden usarse para facilitar
modificaciones quimicas (selectivas) (por ejemplo, pegilacién) de una proteina de HRS, tal como se describe en otro
lugar en la presente memoria. Por ejemplo, algunos aminoacidos no naturales permiten una fijacion selectiva de
polimeros tales como PEG a una proteina dada, y mejoran de este modo sus propiedades farmacocinéticas.

Pueden encontrarse ejemplos especificos de analogos y miméticos de aminoacidos descritos, por ejemplo, en
Roberts y Vellaccio, The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, ed. Gross y Meinhofer, Vol. 5, p. 341, Academic
Press, Inc., Nueva York, N.Y. (1983). Otros ejemplos incluyen aminoacidos perialquilados, en particular aminoacidos
permetilados. Véase, por ejemplo, Combinatorial Chemistry, ed. Wilson y Czarnik, Ch. 11, p. 235, John Wiley & Sons
Inc., Nueva York, N.Y. (1997). Otros ejemplos mas incluyen aminoacidos cuya parte de amida (y, por tanto, la
estructura principal de amida del péptido resultante) ha sido sustituida, por ejemplo, por un anillo de azucar,
esteroide, benzodiacepina o ciclo de carbono. Véase, por ejemplo, Burger's Medicinal Chemistry and Drug
Discovery, ed. Manfred E. Wolff, Cap. 15, pag. 619-620, John Wiley & Sons Inc., Nueva York, N.Y. (1995). Los
procedimientos para sintetizar péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos y proteinas son bien conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 5.420.109; M. Bodanzsky, Principles of Peptide Synthesis (12 ed. y 22
ed. rev.), Springer-Verlag, Nueva York, N.Y. (1984 & 1993), véase capitulo 7; Stewart y Young, Solid Phase Peptide
Synthesis, (22 ed.), Pierce Chemical Co., Rockford, lll. (1984)). Por consiguiente, los polipéptidos de HRS de la
presente descripcion pueden estar compuestos por aminoacidos de origen natural y de origen no natural asi como
analogos y miméticos de aminoacidos.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, los polipéptidos de HRS modificados o variantes descritos en la
presente memoria, por ejemplo, polipéptidos de HRS con contenido reducido de cisteina, presentan propiedades
bioquimicas, fisicas y/o farmacocinéticas alteradas (por ejemplo, mejoradas, aumentadas, disminuidas, reducidas)
con respecto a polipéptidos de HRS no modificados o no variantes (por ejemplo, HRS humana de tipo no mutado de
longitud completa (SEQ ID NO: 1); un fragmento o secuencia de HRS correspondiente con residuos de cisteina de
tipo no mutado) en condiciones idénticas o por lo demas comparables. En algunas realizaciones de la presente
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descripcion, el polipéptido de HRS modificado variante que tienen propiedades bioquimicas, fisicas y/o
farmacocinéticas alteradas tiene una mutacién (por ejemplo, delecion, sustituciéon) de uno cualquiera o0 mas de entre
Cys174, Cys191, Cys224, Cys235, Cys455, Cys507 y Cys509, tal como se describe en la presente memoria. En
realizaciones especificas de la presente descripcién, el polipéptido de HRS modificado o variante tiene una mutacion
de Cys507 y Cys509, por ejemplo, una delecion de los residuos 507-509 (A507-509). Algunos polipéptidos de HRS
modificados o variantes comprenden los residuos 1-506 ¢ 2-506 de la SEQ ID NO: 1 (o una variante de los mismos)
pero carecen de los residuos 507-509 de la SEQ ID NO: 1 (también referidos como HRS(1-506), HRS(2-506)) y
opcionalmente tienen propiedades bioquimicas, fisicas y/o farmacocinéticas mejoradas con respecto a HRS humana
de longitud completa (SEQ ID NO: 1).

Los ejemplos de propiedades bioquimicas, fisicas y farmacocinéticas incluyen, sin limitacion, actividad biologica
absoluta (por ejemplo, actividad no candnica), estabilidad (por ejemplo, vida media, cinética o estabilidad térmica,
estabilidad funcional, susceptibilidad a oxidacion), claridad (por ejemplo, turbiedad, opalescencia) en solucion,
formacion de agregados en solucion, homogeneidad o monodispersion en solucién (por ejemplo, proporcion alterada
de formas monomérica/dimérica 0 monomeérica/oligomérica, niveles alterados de formacion de enlaces de disulfuro
entre cadenas), inmunogenicidad, reactividad cruzada, unidn no especifica, expresién mejorada en bacterias tales
como E. coli, (por ejemplo contaminacion reducida de endotoxinas, homogeneidad mejorada, homogeneidad de
carga mejorada), mejora en el rendimiento de proteinas solubles, reduccion de la unién a endotoxinas, grado de
degradacion en solucion, biodisponibilidad (la fraccién de un farmaco que se absorbe), distribuciéon de tejidos,
volumen de distribucion (volumen aparente en que un farmaco se distribuye inmediatamente después de haber sido
inyectado por via intravenosa y equilibrado entre el plasma y los tejidos circundantes), concentracién (concentracién
inicial o de estado estacionario de farmaco en plasma), constante de velocidad de eliminacién (velocidad a la que se
eliminan los farmacos del organismo), velocidad de eliminacién (velocidad de infusién necesaria para equilibrar la
eliminacion), area bajo la curva (AUC; integral de la curva de concentracién-tiempo, después de una sola dosis o en
estado estacionario), aclaramiento (volumen de plasma aclarado del farmaco por unidad de tiempo), Cmax
(concentracion méaxima en plasma de un farmaco después de administracion oral), tmax (tiempo hasta alcanzar Cax),
Cmin (concentraciéon minima que un farmaco alcanza antes de administrar la dosis siguiente) y fluctuacién
(fluctuacion pico-valle en un intervalo de dosificaciéon en estado estacionario).

En algunas realizaciones de la presente descripcidn, el polipéptido de HRS modificado o variante tiene un perfil AUC
farmacocinético en plasma o suero de al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mayor o al menos
aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% mayor
gue un polipéptido de HRS no modificado o no variante correspondiente tras la administracién a un mamifero.

En algunos aspectos de la presente descripcion, estas propiedades mejoradas se consiguen sin alterar
significativamente la estructura secundaria y/o reducir la actividad biolégica no canonica del polipéptido de HRS
variante 0 modificado. De hecho, algunos polipéptidos de HRS variantes o modificados presentan una mayor
actividad bioldgica no canénica. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente descripcion, un polipéptido de
HRS modificado o variante tiene una actividad biol6gica mayor (por ejemplo, absoluta) con respecto a un polipéptido
de HRS no modificado o no variante en condiciones comparables. Las actividades de ejemplo incluyen cualquiera de
las actividades no canédnicas descritas en la presente memoria, tales como actividades antiinflamatorias y la
capacidad de unirse a anticuerpos anti-Jo-1 u otros agentes de unién celular. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, el polipéptido de HRS modificado o variante tiene una actividad al menos aproximadamente
15,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180
6 200 veces mayor o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%,
200%, 300%, 400% o 500% mayor que un polipéptido de HRS no modificado o no variante en condiciones idénticas
0 por lo deméas comparables.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS modificado o variante tiene una Clsp
menor (es decir, mayor afinidad de unién) para la unién a un anticuerpo Jo-1 en comparacién con la proteina no
modificada de longitud completa (SEQ ID NO: 1) en un ensayo ELISA. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS modificado o variante tiene una Clso en un ensayo ELISA competitivo de Jo-1 que
es al menos aproximadamente el 10%, 20% 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o
500% menor que un polipéptido de HRS no modificado o no variante en condiciones idénticas o por lo demas
comparables. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS modificado o variante tiene
una Clsp en un ensayo ELISA competitivo de Jo-1 que es inferior a aproximadamente 0,2 nM, inferior a
aproximadamente 0,18 nM, inferior a aproximadamente 0,16 nM o inferior o igual a aproximadamente 0,15 nM.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, el polipéptido de HRS modificado o variante tiene mayor
"estabilidad" (por ejemplo, medida segun la vida media, la velocidad de degradacién de proteinas) que es al menos
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aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
120, 140, 160, 180 6 200 veces mayor o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% mayor que un polipéptido de HRS no modificado o no variante en
condiciones idénticas o por lo demas comparables. En realizaciones particulares de la presente descripcién, un
polipéptido de HRS modificado o variante tiene una vida media dentro de un conjunto dado de condiciones (por
ejemplo, temperatura, pH) de al menos aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2
horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas,
aproximadamente 12 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 24 horas, aproximadamente 36 horas,
aproximadamente 48 horas, aproximadamente 60 horas, aproximadamente 72 horas, aproximadamente 84 horas,
aproximadamente 96 horas, aproximadamente 120 horas, aproximadamente 144 horas, aproximadamente 168
horas, aproximadamente 192 horas, aproximadamente 216 horas o mas, aproximadamente 240 horas o0 mas, 0
cualquier intervalo intermedio de vida media.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la "estabilidad" de un polipéptido de HRS incluye su
"estabilidad funcional”, o la velocidad a la que al menos una actividad bioldgica se reduce en un conjunto dado de
condiciones con el tiempo. Las actividades biologicas de ejemplo incluyen una cualquiera o mas de entre las
actividades no candnicas descritas en la presente memoria, y la retencién de al menos un epitopo que experimenta
una reaccion cruzada especificamente con un autoanticuerpo o linfocito T autorreactivo de una enfermedad asociada
con autoanticuerpos a la HRS humana. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la actividad biolégica de
un polipéptido de HRS maodificado o variante se reduce en una velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200
veces mas lenta o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%,
300%, 400% o 500% mas lenta que un polipéptido de HRS no modificado o no variante en condiciones idénticas o
por lo deméas comparables.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la "estabilidad" de un polipéptido de HRS incluye su
"estabilidad cinética" o "estabilidad térmica”, que incluye su velocidad de desplegado en un conjunto dado de
condiciones con el tiempo. Una proteina que es cinéticamente estable se desplegard mas lentamente que una
proteina cinéticamente inestable. En una proteina cinéticamente estable, se necesita una barrera de energia libre
alta para el desplegado y los factores que influyen en la estabilidad son las energias libres relativas del estado
plegado (Gs) y de transicion (Gs) para la primera etapa comprometida en la via de desplegado. Una proteina puede
desnaturalizarse irreversiblemente si la proteina desplegada experimenta rapidamente algin cambio permanente tal
como agregacion o degradacion proteolitica. En realizaciones particulares de la presente descripcion, un polipéptido
de HRS modificado o variante se despliega a una velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mas
lenta o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%
0 500% mas lenta que un polipéptido de HRS no modificado 0 no variante en condiciones idénticas o por lo demas
comparables. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS modificado o variante tiene
una temperatura de fusién (Tf) que es al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 100% mayor que la temperatura de fusién de un polipéptido de HRS no modificado o no variante en
condiciones idénticas o por lo demas comparables. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
polipéptido de HRS madificado o variante tiene una temperatura de fusion (Tf) que es al menos 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 6 50°C superior que un polipéptido de HRS no modificado o
no variante en condiciones idénticas o por lo demas comparables. La temperatura de fusion puede medirse, por
ejemplo, por fluorimetria de barrido diferencial (DSF).

En algunas realizaciones de la presente descripcion, un polipéptido de HRS modificado o variante tiene
homogeneidad o monodispersion mejorada o aumentada (por ejemplo, proporcion de monomeros/oligdmeros,
proporcion de dimeros/oligbmeros, proporcion de mondmeros/dimeros, proporcién de dimeros/monémeros,
proporcion de formacion de enlaces de disulfuro entre cadenas en condiciones reducidas, distribucion de pesos
moleculares aparentes, lo que incluye una reduccién de los picos de peso molecular alto o bajo peso molecular
detectados por analisis de SDS-PAGE o HPLC) en solucion con respecto a un polipéptido de HRS no modificado o
no variante. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la homogeneidad o monodispersion de un
polipéptido de HRS modificado o variante esta aumentada en al menos aproximadamente al menos 1,5, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces o al
menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500%
con respecto a un polipéptido de HRS no modificado o no variante en condiciones idénticas o por lo demas
comparables. En realizaciones especificas de la presente descripcion, el polipéptido de HRS que tiene una delecién
(A507-509) o sustitucién de los residuos de cisteina en el extremo C Cys507 y Cys509 tiene una homogeneidad (por
ejemplo, proporciéon de mondmeros/oligdmeros) en solucién mayor que un polipéptido de HRS correspondiente que
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tiene uno o los dos de entre Cys507/Cys509 (por ejemplo, SEQ ID NO: 1). Sin desear verse limitado por ninguna
teoria, la HRS humana de longitud completa se oligomeriza por medio de los residuos de cisteina en el extremo C
Cys507/Cys509, y la sustitucién o deleciéon de uno o los dos de estos residuos de cisteina puede aumentar la
homogeneidad del polipéptido de HRS en solucion (por ejemplo, tampdn fisiolégico, composicion
farmacéutica/terapéutica, liquido biolégico tal como sangre o plasma). En realizaciones especificas de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS variante es HRS(1-506) (SEQ ID NO: 70) o HRS(2-506). El aumento de
homogeneidad de mondémeros en solucién puede conducir también, por ejemplo, a un aumento de la actividad
biolégica, la estabilidad y otras propiedades descritas en la presente memoria.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, un polipéptido de HRS modificado o variante tiene turbiedad
reducida (por ejemplo, grado de formacion de particulas o fibras) en solucién con respecto a un polipéptido de HRS
no modificado o no variante. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la turbiedad de un polipéptido de
HRS modificado o variante se reduce en aproximadamente o al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces, 0
aproximadamente o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%,
300%, 400% o 500% con respecto a un polipéptido de HRS no modificado o no variante en condiciones idénticas o
por lo deméas comparables. La turbiedad puede medirse, por ejemplo, por absorbancia a A340.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, un polipéptido de HRS modificado o variante tiene opalescencia
en solucion reducida con respecto a un polipéptido de HRS no modificado o no variante. En algunas realizaciones de
la presente descripcion, la opalescencia de un polipéptido de HRS modificado o variante se reduce en al menos
aproximadamente al menos 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% con respecto a un polipéptido de HRS no modificado o no variante en
condiciones idénticas o por lo demas comparables. La opalescencia puede medirse, por ejemplo, por absorbancia a
A580.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, un polipéptido de HRS modificado o variante tiene agregados
reducidos (por ejemplo, agregados de peso molecular alto, agregados de bajo peso molecular) en soluciéon con
respecto a un polipéptido de HRS no modificado o no variante. En algunas realizaciones de la presente descripcion,
la formacion de agregados de un polipéptido de HRS modificado o variante se reduce en aproximadamente o al
menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces, o aproximadamente o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% con respecto a un polipéptido de HRS no
modificado o no variante en condiciones idénticas o por lo deméas comparables. La agregacion puede medirse, por
ejemplo, por HPLC de reduccién de tamafio o analisis de SDS-PAGE. Los niveles de agregacion superiores también
pueden monitorizarse mediante medidas de la turbiedad, tal como se describe en la presente memoria.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, un polipéptido de HRS modificado o variante tiene un mejor
rendimiento en E. coli que un polipéptido de HRS no modificado o no variante. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, el rendimiento mejora en al menos aproximadamente 1,2, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces,
o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o
500% con respecto a un polipéptido de HRS no modificado o no variante producido en condiciones idénticas o por lo
demas comparables.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, un polipéptido de HRS modificado o variante tiene una mayor
pureza y/o un contenido de endotoxinas reducido después de la expresion y purificacion a partir de E. coli con
respecto a un polipéptido de HRS no modificado o no variante. En algunas realizaciones de la presente descripcion,
el nivel de endotoxinas se reduce en al menos aproximadamente 1,2, 1,5, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces, 0 al menos
aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% con
respecto a un polipéptido de HRS no modificado o no variante producido en condiciones idénticas o por lo demas
comparables.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, un polipéptido de HRS modificado o variante tiene una
fragmentacién en solucién reducida con respecto a un polipéptido de HRS no modificado o no variante. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, el grado de fragmentacion de un polipéptido de HRS modificado o variante
se reduce en al menos aproximadamente al menos 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% con respecto a un polipéptido de HRS no
modificado o no variante en condiciones idénticas o por lo demas comparables. La fragmentacion puede medirse,
por ejemplo, por andlisis de SDS-PAGE y HPLC de reduccién de tamario.
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Las condiciones de ejemplo para medir cualquiera de las propiedades bioquimicas, fisicas y/o farmacocinéticas
descritas en la presente memoria incluyen "condiciones fisiol6gicas”, tales como un intervalo de temperatura de ~20-
40°C, una presion atmosférica de ~1 y un pH de ~6-8. Los ejemplos generales de condiciones incluyen, sin
limitacién, condiciones in vivo tras la administracion a un mamifero, in vitro o condiciones de solucién en un fluido
bioldgico (por ejemplo, sangre, suero, cultivo de tejido), e in vitro o condiciones de soluciéon en un tampon fisioldgico
0 una composicion farmacéutica/terapéutica. Las composiciones farmacéuticas/terapéuticas de ejemplo se describen
en otro lugar en la presente memoria. En algunas realizaciones de la presente descripcion, las condiciones incluyen
una temperatura de aproximadamente -80, -60, -40, -20, -10, -5, -4, -3, -20,-2,-1,0,1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 99 6 100°C, que incluye todos los nimeros enteros e intervalos intermedios. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, las condiciones incluyen un pH de aproximadamente 6,0, 6,1, 6,2,
6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 68,69, 7,0, 71,72, 73,74,75,76, 7,7, 7,8, 7,9 6 8,0, que incluye todos los niumeros
enteros e intervalos intermedios.

Las propiedades farmacocinéticas, bioquimicas y/o fisicas descritas en la presente memoria pueden medirse en
cualquier condicién dada o en condiciones cambiantes (por ejemplo, aumento de la temperatura) durante
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, 21, 22, 23 6 24 horas, 0
aproximadamente 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 15,2, 2,5, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 dias, o0 aproximadamente 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20 6 24 semanas, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11 6 12
meses 0 aproximadamente. En algunas realizaciones de la presente descripcion, las propiedades farmacocinéticas,
bioquimicas y/o fisicas se miden después de la congelacién/descongelacion de una composicion al menos 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10 o mas veces.

Polinucleétidos de HRS

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a polinucledtidos que codifican un polipéptido de HRS,
que incluye truncamientos y/o variantes de los mismos, asi como a composiciones que comprenden dichos
polinucleétidos. Entre otros usos, estas realizaciones de la presente descripcion pueden usarse para producir de
forma recombinante un polipéptido de HRS deseado o una variante del mismo, o para expresar el polipéptido de
HRS en una célula o sujeto seleccionados. Las secuencias de nucleétidos de origen natural representativas que
codifican los polipéptidos de HRS naturales incluyen por ejemplo GeneBank n° de acceso AK000498.1 y U18937.1.

Tal como se usa en la presente memoria, los términos "ADN" y "polinucledtido” y "acido nucleico" se refieren a una
molécula de ADN que ha sido aislada libre de ADN gendmico total de una especie en particular. Por tanto, un
segmento de ADN que codifica un polipéptido se refiere a un segmento de ADN que contiene una 0 mas secuencias
codificantes aunque esta aislado sustancialmente, o libre y purificado, del ADN gendmico total de la especie de la
gue se obtiene el segmento de ADN. En los términos "segmento de ADN" y "polinucledétido” se incluyen segmentos
de ADN y fragmentos menores de dichos segmentos, y también vectores recombinantes, lo que incluye, por ejemplo,
plasmidos, csmidos, fagémidos, fagos, virus y similares.

Como entenderan los expertos en la materia, las secuencias de polinuclettidos de la presente descripcion pueden
incluir secuencias gendmicas, secuencias extragenémicas y codificadas por plasmidos y segmentos génicos
disefiados mas pequefios que expresan, o pueden adaptarse para expresar, proteinas, polipéptidos, péptidos y
similares. Dichos segmentos pueden ser aislados naturalmente, o modificados mediante sintesis por la mano del
hombre.

Los polinucledtidos pueden ser monocatenarios (codificantes o antisentido) o bicatenarios, y pueden ser moléculas
de ADN (gendmico, ADNc o sintético) o de ARN. En un polinucleétido de la presente invencion pueden estar
presentes, aunque no es necesario secuencias codificantes o no codificantes adicionales, y un polinucleétido puede
estar ligado, pero no necesariamente, a otras moléculas y/o materiales de soporte.

Los polinucleétidos pueden comprender una secuencia natural (es decir, una secuencia endégena que codifica un
polipéptido de HRS o una parte del mismo) o pueden comprender una variante, o un equivalente funcional biolégico
de dicha secuencia. Las variantes de polinucleétidos pueden contener una o mas sustituciones, adiciones,
deleciones y/o inserciones, como se describe en detalle mas adelante, preferentemente de manera que la actividad
moduladora de la respuesta inflamatoria del polipéptido codificado no disminuye sustancialmente con respecto al
polipéptido no modificado. El efecto en la actividad moduladora de la respuesta inflamatoria del polipéptido
codificado puede valorarse en general tal como se describe en la presente memoria.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la presente descripcion proporciona polinucleétidos aislados
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gue comprenden diversas longitudes de tramos contiguos de secuencia idénticos o complementarios al polipéptido
de HRS, donde los polinucleétidos aislados codifican un polipéptido de HRS truncado tal como se describe en la
presente memoria.

Los expertos en la materia observaran que, a consecuencia de la degeneracion del cédigo genético, existen muchas
secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido de HRS tal como se describe en la presente memoria.
Algunos de estos polinucleétidos pueden llevar una homologia minima con la secuencia de nucle6tidos de cualquier
gen natural. No obstante, los polinucleétidos que varian debido a diferencias en el uso de codones se contemplan
especificamente dentro de la presente descripcién, por ejemplo los polinucleétidos que estan optimizados para
seleccion de codones humanos, de levaduras o de bacterias.

Por tanto, multiples polinucledtidos pueden codificar los polipéptidos de HRS de la presente descripcion. Por otra
parte, la secuencia de polinucleétidos puede manipularse por diversos motivos. Los ejemplos incluyen pero no son
limitan a la incorporacion de codones preferidos para mejorar la expresion del polinucleétido en diversos organismos
(véase en general Nakamura y col., Nuc. Acid. Res. 28 (1): 292, 2000). Ademas, pueden incorporarse mutaciones
silenciosas para introducir, o eliminar sitios de restriccion, reducir la densidad de motivos de dinucleétidos CpG
(véase por ejemplo, Kameda y col.,, Biochem. Biophys. Res. Commun. 349(4): 1269-1277, 2006) o reducir la
capacidad de las secuencias monocatenarias de formar estructuras de tallo-bucle: (véase, por ejemplo, Zuker M.,
Nucl. Acid Res. 31(13): 3406-3415, 2003). Ademas, la expresion en mamiferos puede optimizarse ademas
incluyendo una secuencia de consenso de Kozak [es decir, (a/g)cc(a/g)ccATGg; SEQ ID NO: 130] en el codon de
inicio. Las secuencias de consenso de Kozak Utiles para este fin son conocidas en la técnica (Mantyh y col. PNAS.
92: 2662-2666, 1995; Mantyh y col., Prot. Exp. & Purif. 6,124, 1995). En la Tabla D9 mostrada a continuacién se
proporcionan secuencias de polinucleétidos de ejemplo con optimizacién de codones.
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Tabla D9

Secuencias de ADN con optimizacion de codones

Nombre

Residuo de

aminoacidos

Intervalo de

SEQ ID NO:
1

Secuencia de acidos nucleicos

SEQ ID
NO:

Tipo no mutado
(HisRS de
longitud
completa)

1-509

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCTGGTGAAACTTCA
GGGAGAGCGCGTGCGAGGCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGC
GCCGAGCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCCTGAAACT
GAAGGCACAGCTGGGTCCTGATGAAAGCAAACAGAAATTTG
TGCTCAAAACCCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGTCCCCGG
CAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGTGTTTGACGTAATCATCCG
TTGCTTCAAGCGCCACGGTGCAGAAGTCATTGATACACCTGT
ATTTGAACTAAAGGAAACACTGATGGGAAAGTATGGGGAAG
ACTCCAAGCTTATCTATGACCTGAAGGACCAGGGCGGGGAG
CTCCTGTCCCTTCGCTATGACCTCACTGTTCCTTTTGCTCGGT
ATTTGGCAATGAATAAACTGACCAACATTAAACGCTACCAC
ATAGCAAAGGTATATCGGCGGGATAACCCAGCCATGACCCG
TGGCCGATACCGGGAATTCTACCAGTGTGATTTTGACATTGC
TGGGAACTTTGATCCCATGATCCCTGATGCAGAGTGCCTGAA
GATCATGTGCGAGATCCTGAGTTCACTTCAGATAGGCGACTT
CCTGGTCAAGGTAAACGATCGACGCATTCTAGATGGGATGT
TTGCTATCTGTGGTGTTTCTGACAGCAAGTTCCGTACCATCT
GCTCCTCAGTAGACAAGCTGGACAAGGTGTCCTGGGAAGAG

24

GTGAAGAATGAGATGGTGGGAGAGAAGGGCCTTGCACCTGA
GGTGGCTGACCGCATTGGGGACTATGTCCAGCAACATGGTG
GGGTATCCCTGGTGGAACAGCTGCTCCAGGATCCTAAACTAT
CCCAAAACAAGCAGGCCTTGGAGGGCCTGGGAGACCTGAAG
TTGCTCTTTGAGTACCTGACCCTATTTGGCATTGATGACAAA
ATCTCCTTTGACCTGAGCCTTGCTCGAGGGCTGGATTACTAC
ACTGGGGTGATCTATGAGGCAGTGCTGCTACAGACCCCAGC
CCAGGCAGGGGAAGAGCCCCTGGGTGTGGGCAGTGTGGCTG
CTGGAGGACGCTATGATGGGCTAGTGGGCATGTTCGACCCC
AAAGGGCGCAAGGTGCCATGTGTGGGGCTCAGCATTGGGGT
GGAGCGGATTTTCTCCATCGTGGAACAGAGACTAGAGGCTT
TGGAGGAGAAGATACGGACCACGGAGACACAGGTGCTTGTG
GCATCTGCACAGAAGAAGCTGCTAGAGGAAAGACTAAAGCT
TGTCTCAGAACTGTGGGATGCTGGGATCAAGGCTGAGCTGC
TGTACAAGAAGAACCCAAAGCTACTGAACCAGTTACAGTAC
TGTGAGGAGGCAGGCATCCCACTGGTGGCTATCATCGGCGA
GCAGGAACTCAAGGATGGGGTCATCAAGCTCCGTTCAGTGA
CGAGCAGGGAAGAGGTGGATGTCCGAAGAGAAGACCTTGTG
GAGGAAATCAAAAGGAGAACAGGCCAGCCCCTCTGCATCTG

HisRS1™

1-141

C
ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGGAACCCGTGACTATTCTCCTCGTCA
AATGGCCGTCCGTGAAAAAGTGTTCGACGTGATCATTCGCTG
CTTTAAACGCCATGGTGCCGAAGTGATTGATACCCCGGTGTT
TGAGCTGAAAGAGACACTGATGGGCAAATATGGTGAGGACA
GCAAACTGATTTATGACCTGAAAGATCAGGGTGGTGAACTG
CTGAGTCTGCGCTATGATCTGACAGTTCCGTTTGCCCGTTAT
CTGGCAATG

25
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HisRS1™

1-408

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGGAACCCGTGACTATTCTCCTCGTCA
AATGGCCGTCCGTGAAAAAGTGTTCGACGTGATCATTCGCTG
CTTTAAACGCCATGGTGCCGAAGTGATTGATACCCCGGTGTT
TGAGCTGAAAGAGACACTGATGGGCAAATATGGTGAGGACA
GCAAACTGATTTATGACCTGAAAGATCAGGGTGGTGAACTG
CTGAGTCTGCGCTATGATCTGACAGTTCCGTTTGCCCGTTAT
CTGGCAATGAATAAACTGACCAACATTAAACGCTATCACAT
TGCTAAAGTCTATCGCCGTGACAATCCTGCTATGACCCGTGG
TCGTTATCGTGAGTTCTATCAGTGTGACTTCGATATTGCCGG
CAACTTTGATCCGATGATCCCGGATGCTGAATGCCTGAAAAT
CATGTGTGAGATCCTGAGCAGTCTGCAGATTGGCGATTTCCT
GGTGAAAGTCAACGATCGCCGTATTCTGGATGGCATGTTCGC
CATCTGTGGTGTTAGCGACTCCAAATTCCGTACCATCTGTAG
TAGTGTGGACAAACTGGATAAAGTGAGCTGGGAGGAGGTGA
AAAACGAAATGGTGGGCGAGAAAGGTCTGGCTCCTGAAGTG
GCTGACCGTATTGGTGATTATGTCCAGCAGCACGGTGGAGT
ATCACTGGTTGAGCAACTGCTGCAAGACCCTAAACTGAGTC
AGAATAAACAGGCCCTGGAGGGACTGGGAGATCTGAAACTG
CTGTTCGAGTATCTGACCCTGTTCGGTATCGATGACAAAATC
TCCTTTGACCTGTCACTGGCTCGTGGACTGGACTATTATACC
GGCGTGATCTATGAAGCTGTACTGCTGCAAACTCCAGCACA
AGCAGGTGAAGAGCCTCTGGGTGTGGGTAGTGTAGCCGCTG
GGGGACGTTATGATGGACTGGTGGGGATGTTCGACCCTAAA
GGCCGTAAAGTTCCGTGTGTGGGTCTGAGTATCGGTGTTGAG
CGTATCTTTTCCATCGTCGAGCAACGTCTGGAAGCACTGGAG

26

GAAAAAATCCGTACGACCGAA

HisRS1™

1-113

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGGAACCCGTGACTATTCTCCTCGTCA
AATGGCCGTCCGTGAAAAAGTGTTCGACGTGATCATTCGCTG
CTTTAAACGCCATGGTGCCGAAGTGATTGATACCCCGGTGTT
TGAGCTGAAAGAGACACTGATGGGCAAATATGGTGAGGACA
GCAAACTG

27

HisRS1™

HRS(1-60)

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAG

28
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HisRS1™®

HRS(1-506)

ATGGCAGAGCGTGCGGCGCTGGAGGAGCTGGTGAAACTTCA
GGGAGAGCGCGTGCGAGGCCTCAAGCAGCAGAAGGCCAGC
GCCGAGCTGATCGAGGAGGAGGTGGCGAAACTCCTGAAACT
GAAGGCACAGCTGGGTCCTGATGAAAGCAAACAGAAATTTG
TGCTCAAAACCCCCAAGGGCACAAGAGACTATAGTCCCCGG
CAGATGGCAGTTCGCGAGAAGGTGTTTGACGTAATCATCCG
TTGCTTCAAGCGCCACGGTGCAGAAGTCATTGATACACCTGT
ATTTGAACTAAAGGAAACACTGATGGGAAAGTATGGGGAAG
ACTCCAAGCTTATCTATGACCTGAAGGACCAGGGCGGGGAG
CTCCTGTCCCTTCGCTATGACCTCACTGTTCCTTTTGCTCGGT
ATTTGGCAATGAATAAACTGACCAACATTAAACGCTACCAC
ATAGCAAAGGTATATCGGCGGGATAACCCAGCCATGACCCG
TGGCCGATACCGGGAATTCTACCAGTGTGATTTTGACATTGC
TGGGAACTTTGATCCCATGATCCCTGATGCAGAGTGCCTGAA
GATCATGTGCGAGATCCTGAGTTCACTTCAGATAGGCGACTT
CCTGGTCAAGGTAAACGATCGACGCATTCTAGATGGGATGT
TTGCTATCTGTGGTGTTTCTGACAGCAAGTTCCGTACCATCT
GCTCCTCAGTAGACAAGCTGGACAAGGTGTCCTGGGAAGAG
GTGAAGAATGAGATGGTGGGAGAGAAGGGCCTTGCACCTGA
GGTGGCTGACCGCATTGGGGACTATGTCCAGCAACATGGTG
GGGTATCCCTGGTGGAACAGCTGCTCCAGGATCCTAAACTAT
CCCAAAACAAGCAGGCCTTGGAGGGCCTGGGAGACCTGAAG
TTGCTCTTTGAGTACCTGACCCTATTTGGCATTGATGACAAA
ATCTCCTTTGACCTGAGCCTTGCTCGAGGGCTGGATTACTAC
ACTGGGGTGATCTATGAGGCAGTGCTGCTACAGACCCCAGC
CCAGGCAGGGGAAGAGCCCCTGGGTGTGGGCAGTGTGGCTG
CTGGAGGACGCTATGATGGGCTAGTGGGCATGTTCGACCCC
AAAGGGCGCAAGGTGCCATGTGTGGGGCTCAGCATTGGGGT
GGAGCGGATTTTCTCCATCGTGGAACAGAGACTAGAGGCTT
TGGAGGAGAAGATACGGACCACGGAGACACAGGTGCTTGTG
GCATCTGCACAGAAGAAGCTGCTAGAGGAAAGACTAAAGCT
TGTCTCAGAACTGTGGGATGCTGGGATCAAGGCTGAGCTGC
TGTACAAGAAGAACCCAAAGCTACTGAACCAGTTACAGTAC
TGTGAGGAGGCAGGCATCCCACTGGTGGCTATCATCGGCGA
GCAGGAACTCAAGGATGGGGTCATCAAGCTCCGTTCAGTGA
CGAGCAGGGAAGAGGTGGATGTCCGAAGAGAAGACCTTGTG
GAGGAAATCAAAAGGAGAACAGGCCAGCCCCTC

72

HisRS1"®

HRS(1-48)

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGAT

73

HisrS1"

191-333

TGCCTGAAAATCATGTGTGAGATCCTGAGTAGTCTGCAAATT
GGCGACTTTCTGGTCAAAGTGAACGATCGCCGTATTCTGGAT
GGCATGTTCGCCATCTGTGGTGTTAGCGACTCCAAATTCCGT
ACAATCTGTAGCAGCGTGGACAAACTGGATAAAGTGTCCTG

29

GGAAGAGGTGAAAAACGAAATGGTGGGTGAAAAAGGTCTG
GCTCCGGAGGTTGCTGACCGTATCGGTGATTATGTTCAGCAG
CACGGCGGTGTTAGTCTGGTTGAACAACTGCTGCAAGACCC
GAAACTGTCTCAGAACAAACAGGCCCTGGAAGGACTGGGAG
ATCTGAAACTGCTGTTCGAGTATCTGACGCTGTTCGGCATTG
ATGACAAAATTTCTTTCGACCTGTCACTGGCACGTGGACTGG
ACTATTATACCGGT

HisRS1%*

405-509

CGTACCACCGAAACCCAAGTTCTGGTTGCCTCAGCTCAGAA
AAAACTGCTGGAAGAACGCCTGAAACTGGTTAGCGAACTGT
GGGATGCTGGCATTAAAGCCGAACTGCTGTATAAAAAAAAC
CCGAAACTGCTGAATCAGCTGCAGTATTGTGAGGAAGCGGG
TATTCCTCTGGTGGCCATTATCGGAGAACAGGAACTGAAAG
ACGGCGTTATTAAACTGCGTAGCGTGACCTCTCGTGAAGAA
GTTGACGTTCGCCGTGAAGATCTGGTCGAGGAAATCAAACG
TCGTACCGGTCAACCTCTGTGTATTTGC

30
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HisRS1™

1-243 + 27aa

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGGAACCCGTGACTATTCTCCTCGTCA
AATGGCCGTCCGTGAAAAAGTGTTCGACGTGATCATTCGCTG
CTTTAAACGCCATGGTGCCGAAGTGATTGATACCCCGGTGTT
TGAGCTGAAAGAGACACTGATGGGCAAATATGGTGAGGACA
GCAAACTGATCTATGACCTGAAAGACCAAGGCGGTGAACTG
CTGTCCCTGCGTTATGATCTGACTGTGCCGTTTGCCCGTTATC
TGGCCATGAATAAACTGACGAACATTAAACGCTATCACATT
GCCAAAGTGTATCGCCGTGACAATCCTGCTATGACTCGTGGA
CGTTATCGTGAATTCTATCAGTGTGACTTCGATATTGCCGGC
AACTTCGACCCTATGATTCCGGATGCTGAATGCCTGAAAATC
ATGTGTGAGATCCTGAGCAGCCTGCAAATTGGTGACTTCCTG
GTGAAAGTGAATGACCGTCGTATCCTGGATGGCATGTTTGCC
ATTTGTGGTGTGAGCGATTCCAAATTCCGTACCATCTGTAGT
AGTGTGGACAAACTGGATAAAGTGGGCTATCCGTGGTGGAA
CTCTTGTAGCCGTATTCTGAACTATCCTAAAACCAGCCGCCC
GTGGCGTGCTTGGGAAACT

31

HisRS1%*

1-60 + 175-
509

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGACTTCGATATTGCCGGGAATTTTGA
CCCTATGATCCCTGATGCCGAATGTCTGAAAATCATGTGTGA
GATCCTGAGCAGTCTGCAGATTGGTGACTTCCTGGTGAAAGT
GAACGATCGCCGTATTCTGGATGGAATGTTTGCCATTTGTGG
CGTGTCTGACAGCAAATTTCGTACGATCTGTAGCAGCGTGGA
TAAACTGGATAAAGTGAGCTGGGAGGAGGTGAAAAATGAG
ATGGTGGGCGAAAAAGGTCTGGCACCTGAAGTGGCTGACCG
TATCGGTGATTATGTTCAGCAACATGGCGGTGTTTCTCTGGT
CGAACAGCTGCTGCAAGACCCAAAACTGAGCCAGAACAAAC
AGGCACTGGAAGGACTGGGTGATCTGAAACTGCTGTTTGAG
TATCTGACGCTGTTTGGCATCGATGACAAAATCTCGTTTGAC
CTGAGCCTGGCACGTGGTCTGGATTATTATACCGGCGTGATC
TATGAAGCCGTCCTGCTGCAAACTCCAGCACAAGCAGGTGA
AGAACCTCTGGGTGTTGGTAGTGTAGCGGCAGGCGGACGTT
ATGATGGACTGGTGGGGATGTTTGATCCGAAAGGCCGTAAA
GTTCCGTGTGTCGGTCTGAGTATCGGGGTTGAGCGTATCTTT
AGCATTGTGGAGCAACGTCTGGAAGCTCTGGAGGAAAAAAT
CCGTACCACCGAAACCCAAGTTCTGGTTGCCTCAGCTCAGAA
AAAACTGCTGGAAGAACGCCTGAAACTGGTTAGCGAACTGT
GGGATGCTGGCATTAAAGCCGAACTGCTGTATAAAAAAAAC
CCGAAACTGCTGAATCAGCTGCAGTATTGTGAGGAAGCGGG

32

TATTCCTCTGGTGGCCATTATCGGAGAACAGGAACTGAAAG
ACGGCGTTATTAAACTGCGTAGCGTGACCTCTCGTGAAGAA
GTTGACGTTCGCCGTGAAGATCTGGTCGAGGAAATCAAACG
TCGTACCGGTCAACCTCTGTGTATTTGC
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HisRS1%®

1-60 + 211-
509

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGTGAATGATCGCCGTATCCTGGATG
GCATGTTTGCCATTTGTGGTGTGAGCGACTCGAAATTCCGTA
CGATTTGCTCTAGCGTCGATAAACTGGACAAAGTGTCCTGGG
AAGAGGTGAAAAACGAGATGGTGGGTGAGAAAGGTCTGGC
TCCTGAAGTTGCCGACCGTATTGGTGATTATGTTCAGCAGCA
TGGCGGTGTTTCACTGGTTGAACAACTGCTGCAAGACCCGA
AACTGTCTCAGAATAAACAGGCGCTGGAAGGACTGGGAGAT
CTGAAACTGCTGTTTGAGTATCTGACCCTGTTCGGCATTGAT
GACAAAATCAGCTTCGACCTGAGCCTGGCACGTGGTCTGGA
TTATTATACCGGCGTGATCTATGAAGCCGTTCTGCTGCAGAC
ACCAGCACAAGCAGGCGAAGAACCTCTGGGTGTTGGTTCTG
TGGCAGCCGGTGGTCGTTATGATGGACTGGTAGGCATGTTCG
ATCCGAAAGGCCGTAAAGTTCCGTGTGTGGGACTGAGTATC
GGTGTTGAGCGTATCTTTAGCATCGTGGAACAACGTCTGGAA
GCGCTGGAGGAGAAAATTCGTACCACCGAAACCCAAGTTCT
GGTTGCCTCAGCTCAGAAAAAACTGCTGGAAGAACGCCTGA
AACTGGTTAGCGAACTGTGGGATGCTGGCATTAAAGCCGAA
CTGCTGTATAAAAAAAACCCGAAACTGCTGAATCAGCTGCA
GTATTGTGAGGAAGCGGGTATTCCTCTGGTGGCCATTATCGG
AGAACAGGAACTGAAAGACGGCGTTATTAAACTGCGTAGCG
TGACCTCTCGTGAAGAAGTTGACGTTCGCCGTGAAGATCTGG
TCGAGGAAATCAAACGTCGTACCGGTCAACCTCTGTGTATTT

33

HisRS1%*

1-100 + 211-
509

GC
ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGGAACTCGTGATTATAGCCCTCGCC
AGATGGCTGTCCGTGAAAAAGTGTTCGATGTGATCATTCGCT
GCTTCAAACGTCATGGTGCCGAAGTCATTGATACCCCGGTGT
TCGAGCTGAAAGTGAACGATCGCCGTATTCTGGATGGCATG
TTCGCCATTTGTGGTGTTAGCGATAGCAAATTCCGTACAATC
TGCTCTAGCGTGGACAAACTGGACAAAGTGAGCTGGGAAGA
GGTGAAAAACGAGATGGTGGGTGAGAAAGGCCTGGCTCCTG
AAGTTGCCGACCGTATCGGAGATTATGTTCAGCAGCATGGC
GGAGTTTCACTGGTTGAACAACTGCTGCAAGACCCGAAACT
GTCTCAGAACAAACAGGCACTGGAAGGTCTGGGAGATCTGA
AACTGCTGTTCGAGTATCTGACGCTGTTCGGTATTGACGACA
AAATTTCCTTCGACCTGTCGCTGGCACGTGGTCTGGATTATT
ATACAGGCGTGATCTATGAGGCTGTACTGCTGCAGACACCA
GCACAAGCAGGTGAAGAGCCTCTGGGTGTTGGTTCAGTTGC
TGCCGGTGGACGTTATGACGGACTGGTAGGGATGTTTGACC
CAAAAGGCCGTAAAGTCCCGTGTGTAGGACTGTCTATTGGC
GTTGAGCGTATCTTTAGCATCGTGGAGCAACGTCTGGAAGCT
CTGGAGGAGAAAATCCGTACCACCGAAACCCAAGTTCTGGT
TGCCTCAGCTCAGAAAAAACTGCTGGAAGAACGCCTGAAAC
TGGTTAGCGAACTGTGGGATGCTGGCATTAAAGCCGAACTG
CTGTATAAAAAAAACCCGAAACTGCTGAATCAGCTGCAGTA
TTGTGAGGAAGCGGGTATTCCTCTGGTGGCCATTATCGGAGA
ACAGGAACTGAAAGACGGCGTTATTAAACTGCGTAGCGTGA
CCTCTCGTGAAGAAGTTGACGTTCGCCGTGAAGATCTGGTCG
AGGAAATCAAACGTCGTACCGGTCAACCTCTGTGTATTTGC

34

85




ES 2652 136 T3

HisRS1%°

1-174+ 211-
509

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGGAACTCGTGATTATAGCCCTCGCC
AGATGGCTGTCCGTGAAAAAGTGTTCGATGTGATCATTCGCT
GCTTCAAACGTCATGGTGCCGAAGTCATTGATACCCCGGTGT
TCGAGCTGAAAGAAACCCTGATGGGCAAATATGGGGAAGAT
TCCAAACTGATCTATGACCTGAAAGACCAGGGAGGTGAACT
GCTGTCTCTGCGCTATGACCTGACTGTTCCTTTTGCTCGCTAT
CTGGCCATGAATAAACTGACCAACATCAAACGCTATCATAT
CGCCAAAGTGTATCGCCGTGACAATCCAGCAATGACCCGTG
GTCGTTATCGTGAATTTTATCAGTGTGTGAACGATCGCCGTA
TTCTGGACGGCATGTTCGCCATTTGTGGTGTGTCTGACTCCA
AATTTCGTACGATCTGCTCAAGCGTGGACAAACTGGACAAA
GTGAGCTGGGAAGAGGTGAAAAACGAGATGGTGGGTGAGA
AAGGCCTGGCTCCTGAAGTTGCCGACCGTATCGGAGATTAT
GTTCAGCAGCATGGCGGAGTTTCACTGGTTGAACAACTGCTG
CAAGACCCGAAACTGTCACAGAACAAACAGGCACTGGAAG
GTCTGGGGGATCTGAAACTGCTGTTCGAGTATCTGACGCTGT
TCGGTATTGACGACAAAATCAGCTTCGATCTGAGCCTGGCAC
GTGGTCTGGACTATTATACCGGCGTGATTITATGAAGCCGTTC
TGCTGCAGACTCCAGCACAAGCAGGTGAAGAGCCTCTGGGT
GTTGGAAGTGTGGCAGCCGGTGGCCGTTATGATGGTCTGGTT
GGCATGTTTGACCCGAAAGGCCGTAAAGTCCCGTGTGTAGG
ACTGTCTATCGGCGTGGAGCGTATTTTTAGCATCGTGGAACA
ACGCCTGGAAGCTCTGGAAGAGAAAATCCGTACCACCGAAA
CCCAAGTTCTGGTTGCCTCAGCTCAGAAAAAACTGCTGGAA
GAACGCCTGAAACTGGTTAGCGAACTGTGGGATGCTGGCAT
TAAAGCCGAACTGCTGTATAAAAAAAACCCGAAACTGCTGA
ATCAGCTGCAGTATTGTGAGGAAGCGGGTATTCCTCTGGTGG
CCATTATCGGAGAACAGGAACTGAAAGACGGCGTTATTAAA
CTGCGTAGCGTGACCTCTCGTGAAGAAGTTGACGTTCGCCGT
GAAGATCTGGTCGAGGAAATCAAACGTCGTACCGGTCAACC
TCTGTGTATTTGC

35

HisRS1%°

1-60+101-
509

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGAAACCCTGATGGGCAAATATGGCG
AAGATTCCAAACTGATCTATGACCTGAAAGACCAAGGCGGT
GAACTGCTGTCCCTGCGTTATGACCTGACTGTTCCGTTTGCT
CGTTATCTGGCCATGAATAAACTGACCAACATTAAACGCTAT
CACATTGCCAAAGTGTATCGCCGTGACAATCCTGCTATGACT
CGTGGACGTTATCGTGAATTCTATCAGTGTGACTTCGATATT
GCCGGCAACTTCGACCCTATGATTCCGGATGCTGAATGCCTG
AAAATCATGTGTGAGATCCTGAGCAGCCTGCAAATTGGTGA
CTTCCTGGTGAAAGTGAATGACCGTCGTATCCTGGATGGCAT
GTTCGCCATTTGTGGTGTTAGCGATTCCAAATTCCGTACCAT
CTGTAGTAGTGTGGACAAACTGGATAAAGTGAGCTGGGAAG
AGGTGAAAAACGAAATGGTGGGCGAAAAAGGTCTGGCACCT
GAGGTTGCTGATCGTATCGGTGACTATGTCCAGCAGCATGG
AGGTGTTTCACTGGTTGAGCAACTGCTGCAAGATCCGAAACT
GTCTCAGAACAAACAGGCCCTGGAAGGACTGGGTGATCTGA
AACTGCTGTTCGAGTATCTGACGCTGTTCGGTATTGATGACA
AAATCTCGTTCGACCTGTCTCTGGCTCGTGGACTGGATTATT
ATACGGGCGTAATCTATGAAGCTGTCCTGCTGCAGACACCA
GCACAAGCAGGTGAAGAGCCTCTGGGTGTTGGAAGTGTTGC
TGCCGGTGGTCGCTATGACGGACTGGTTGGCATGTTCGATCC
GAAAGGCCGTAAAGTTCCGTGTGTAGGACTGAGCATTGGCG

36
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TTGAGCGTATCTTTTCCATCGTTGAGCAACGTCTGGAAGCAC
TGGAAGAGAAAATCCGTACCACCGAAACCCAAGTTCTGGTT
GCCTCAGCTCAGAAAAAACTGCTGGAAGAACGCCTGAAACT
GGTTAGCGAACTGTGGGATGCTGGCATTAAAGCCGAACTGC
TGTATAAAAAAAACCCGAAACTGCTGAATCAGCTGCAGTAT
TGTGAGGAAGCGGGTATTCCTCTGGTGGCCATTATCGGAGA
ACAGGAACTGAAAGACGGCGTTATTAAACTGCGTAGCGTGA
CCTCTCGTGAAGAAGTTGACGTTCGCCGTGAAGATCTGGTCG
AGGAAATCAAACGTCGTACCGGTCAACCTCTGTGTATTTGC

HisRS1%’

1-100 + 175-
509

ATGGCAGAACGTGCCGCCCTGGAAGAGCTGGTAAAACTGCA
AGGCGAGCGTGTTCGTGGTCTGAAACAGCAGAAAGCAAGCG
CTGAACTGATCGAAGAAGAAGTGGCGAAACTGCTGAAACTG
AAAGCACAGCTGGGTCCTGATGAATCAAAACAAAAATTCGT
CCTGAAAACTCCGAAAGGAACTCGTGATTATAGCCCTCGCC
AGATGGCTGTCCGTGAAAAAGTGTTCGATGTGATCATTCGCT
GCTTCAAACGTCATGGTGCCGAAGTCATTGATACCCCGGTGT
TCGAGCTGAAAGATTTCGATATTGCCGGCAACTTTGATCCGA
TGATTCCGGATGCTGAGTGTCTGAAAATCATGTGTGAGATCC
TGAGTAGTCTGCAGATTGGGGATTTCCTGGTGAAAGTGAAC
GATCGCCGTATTCTGGACGGCATGTTTGCCATTTGTGGCGTT
AGCGATAGCAAATTCCGTACGATCTGTAGCAGTGTGGACAA
ACTGGATAAAGTCTCTTGGGAAGAGGTCAAAAACGAGATGG
TTGGTGAGAAAGGCCTGGCTCCTGAAGTGGCTGACCGTATT
GGTGATTATGTCCAGCAGCATGGTGGTGTTTCACTGGTTGAA
CAACTGCTGCAAGACCCGAAACTGTCTCAGAACAAACAGGC
ACTGGAAGGTCTGGGTGATCTGAAACTGCTGTTCGAGTATCT
GACGCTGTTCGGTATTGACGACAAAATTTCCTTCGACCTGTC
ACTGGCACGTGGTCTGGATTATTATACAGGCGTAATCTATGA
GGCTGTACTGCTGCAAACTCCAGCACAAGCAGGTGAAGAAC
CTCTGGGAGTTGGTAGTGTAGCGGCAGGGGGTCGTTATGAT
GGGCTGGTCGGGATGTTCGATCCAAAAGGCCGTAAAGTCCC
GTGTGTTGGTCTGTCTATTGGCGTTGAGCGTATCTTCTCCATC
GTGGAGCAACGTCTGGAAGCTCTGGAAGAAAAAATCCGTAC
CACCGAAACCCAAGTTCTGGTTGCCTCAGCTCAGAAAAAAC
TGCTGGAAGAACGCCTGAAACTGGTTAGCGAACTGTGGGAT
GCTGGCATTAAAGCCGAACTGCTGTATAAAAAAAACCCGAA
ACTGCTGAATCAGCTGCAGTATTGTGAGGAAGCGGGTATTC
CTCTGGTGGCCATTATCGGAGAACAGGAACTGAAAGACGGC
GTTATTAAACTGCGTAGCGTGACCTCTCGTGAAGAAGTTGAC
GTTCGCCGTGAAGATCTGGTCGAGGAAATCAAACGTCGTAC
CGGTCAACCTCTGTGTATTTGC

37

HisRS1%™°

369-509

ATGTTCGACCCAAAAGGCCGTAAAGTTCCGTGTGTAGGGCT
GTCTATCGGTGTTGAGCGTATCTTCTCCATCGTTGAGCAGCG
TCTGGAAGCACTGGAGGAAAAAATCCGTACGACCGAGACTC
AAGTCCTGGTTGCTAGTGCCCAGAAAAAACTGCTGGAAGAG
CGCCTGAAACTGGTTAGTGAGCTGTGGGATGCCGGTATTAA
AGCCGAACTGCTGTATAAAAAAAACCCGAAACTGCTGAATC
AGCTGCAGTATTGTGAAGAAGCGGGCATTCCGCTGGTAGCG
ATTATCGGGGAACAAGAACTGAAAGATGGCGTGATCAAACT
GCGTAGCGTTACAAGCCGTGAGGAAGTGGACGTCCGCCGTG
AGGATCTGGTTGAAGAGATTAAACGCCGTACAGGTCAGCCT
CTGTGTATTTGC

38

En un polinucledtido de la presente

puede variar considerablemente.

Por tanto se contempla que puede emplearse un fragmento de polinucleétido de casi cualquier longitud; estando la
longitud total limitada preferentemente por la facilidad de preparacién y el uso use en el protocolo de ADN

descripcion pueden estar presentes, pero no necesariamente, secuencias
codificantes o no codificantes adicionales, y un polinucleétido puede estar ligado, pero no necesariamente, a otras
moléculas y/o materiales de soporte. Por ello, los polinucleétidos de la presente descripcion, con independencia de
la longitud de la secuencia codificante en si, pueden combinarse con y acoplarse operativamente con otras
secuencias de ADN o ARN, tales como secuencias de control de expresién, que incluyen por ejemplo, promotores,
sefiales de poliadenilacion. Ademas, los polinucleétidos pueden comprender ademas sitios de enzimas de
restriccion, multiples sitios de clonacién, otros segmentos codificantes y similares, de manera que su longitud global
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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, 41, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 220, 240, 260, 270, 280, 300, 350, 400, 450, 500,
550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.100, 1.200, 1.300, 1.400, 1.500, 1.600, 1.700, 1.800, 1.900,
2.000, 2.100, 2.200, 2.300, 2.400, 2.500, 2.600, 2.700, 2.800, 2.900, 3.000 o0 mas (que incluye todos los nameros
enteros intermedios) bases de longitud, lo que incluye cualquier porcién o fragmento (por ejemplo, mayor de
aproximadamente 6, 7, 8, 9 6 10 nucle6tidos de longitud) de un polinucleétido de HRS de referencia (por ejemplo,
nuamero de base X-Y, donde X es aproximadamente 1-3.000 o mas e Y es aproximadamente 10-3.000 o mas), o su
complemento.

Las realizaciones de la presente descripcion incluyen también "variantes" de secuencias de polipéptidos de
referencia que codifican polipéptidos de HRS. Las “variantes” de polinucleétidos pueden contener una o mas
sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones en relacion con un polinucleétido de referencia. En general, las
variantes de una secuencia de polinucleétidos de referencia de polipéptidos de HRS pueden tener al menos
aproximadamente el 30%, 40% 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, en general al menos aproximadamente el 75%, 80%,
85%, de forma conveniente aproximadamente el 90% a 95% o mas, y de forma mas adecuada aproximadamente el
98% o0 mas de identidad de secuencias con dicha secuencia de nucleétidos en particular (tal como por ejemplo, las
SEQ ID NO: 24-38, 40, 42, 72-73, 173-175 6 183-189) segun se determina mediante programas de alineacion de
secuencias descritos en otro lugar en la presente memoria usando parametros por omisién. En algunas realizaciones
de la presente descripcion, 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, 41, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 60, 70, 80, 90, 100 (que incluye todos los nimeros enteros
intermedios) o mas bases. En algunas realizaciones de la presente descripcién, tales como cuando la variante de
polinucleétido codifica un polipéptido de HRS que tiene una actividad no candnica, la actividad deseada del
polipéptido de HRS codificado no disminuye sustancialmente con respecto al polipéptido no modificado. El efecto en
la actividad del polipéptido codificado puede valorarse en general tal como se describe en la presente memoria, lo
gue incluye por ejemplo los procedimientos descritos en la presente memoria. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, las variantes pueden modificar el estado de agregacion de los polipéptidos de HRS, por
ejemplo, para proporcionar polipéptidos de HRS que existen en diferentes realizaciones principalmente en forma de
monodmero, dimero o multimero.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen polinucleétidos que se hibridan con una secuencia de
polinucleétidos de HRS de referencia (tales como por ejemplo, cualquiera de las SEQ ID NO: 24-38, 40, 42, 72-73,
173-175 6 183-189) o con sus complementos, en condiciones de astringencia descritas mas adelante. Tal como se
usa en la presente memoria, el término "se hibrida en condiciones de astringencia baja, astringencia media,
astringencia alta o astringencia muy alta" describe condiciones de hibridaciéon y lavado. Pueden encontrarse
orientaciones para realizar reacciones de hibridacion en Ausubel y col., (1998, mas arriba), secciones 6.3.1-6.3.6. En
dicha referencia se describen procedimientos acuosos y no acuosos, pudiéndose usarse ambos.

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

Las condiciones de astringencia media incluyen y comprenden de al menos aproximadamente el 16% v/v a al menos
aproximadamente el 30% v/v de formamida y de sal al menos aproximadamente 0,5 M a al menos aproximadamente
0,9 M para hibridacién a 42°C, y de sal al menos aproximadamente 0,1 M a al menos aproximadamente 0,2 M para
lavado a 55°C. Las condiciones de astringencia media también pueden incluir albimina de suero bovino (BSA) al
1%, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS al 7% para hibridaciéon a 65°C, y (i) 2 x SSC, SDS al 0,1%; o (ii)
BSA al 0,5%, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), SDS al 5% para lavado a 60-65°C. Una realizacion de la
presente descripcion de condiciones de astringencia media incluye la hibridacion en 6 x SSC a aproximadamente
45°C, seguido por uno o mas lavados en 0,2 x SSC, SDS al 0,1% a 60°C. Las condiciones de astringencia alta
incluyen y comprenden de al menos aproximadamente el 31% v/v a al menos aproximadamente el 50% v/v de
formamida y sal de aproximadamente 0,01 M a aproximadamente 0,15 M para hibridacién a 42°C, y sal de
aproximadamente 0,01 M a aproximadamente 0,02 M para lavado a 55°C.
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Las condiciones de astringencia alta también pueden incluir BSA al 1%, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS
al 7% para hibridacion a 65°C, y (i) 0,2 x SSC, SDS al 0,1%; o (ii) BSA al 0,5%, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH
7,2), SDS al 1% para lavado a una temperatura superior a 65°C. Una realizacion de la presente descripcion de
condiciones de astringencia alta incluye hibridacion en 6 x SSC a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas
lavados en 0,2 x SSC, SDS al 0,1% a 65°C. Una realizacion de la presente descripcién de condiciones de
astringencia muy alta incluye la hibridacién en fosfato de sodio 0,5 M, SDS al 7% a 65°C, seguido por uno o mas
lavados en 0,2 x SSC, SDS al 1% a 65°C.

Otras condiciones de astringencia son bien conocidas en la técnica y un experto en la materia reconocera que
pueden manipularse varios factores para optimizar la especificidad de la hibridacién. La optimizacion de la
astringencia de los lavados finales puede servir para garantizar un alto grado de hibridacion. Pueden consultarse
ejemplos detallados en Ausubel y col., mas arriba en las paginas 2.10.1 a 2.10.16 y en Sambrook y col. (1989, mas
arriba) en las secciones 1.101 a 1.104. Aunque los lavados de astringencia se realizan normalmente a temperaturas
de 42°C a 68°C, un experto en la materia apreciara que pueden ser adecuadas otras temperaturas para condiciones
de astringencia. La velocidad de hibridacion maxima tiene lugar normalmente a aproximadamente entre 20°C y 25°C
por debajo de la Tt para la formacion de un hibrido ADN-ADN. En la técnica se sabe bien que la Tt es la temperatura
de fusién, o temperatura a la cual se disocian secuencias de polinucleétidos complementarias. Los procedimientos
para estimar la Tt son bien conocidos en la técnica (véase Ausubel y col., mas arriba en pagina 2.10.8).

En general, la T; de un duplex de ADN perfectamente emparejado puede predecirse como una aproximacion
mediante la formula: Tr = 81,5 + 16,6 (logi0 M) + 0,41 (%G+C) - 0,63 (% formamida) - (600/longitud) donde: M es la
concentracion de Na', preferentemente en el intervalo de 0,01 molar a 0,4 molar; %G+C es la suma de bases
guanosina y citosina como un porcentaje del numero total de bases, en el intervalo entre el 30% y el 75% G+C; %
formamida es el % de concentracién de formamida en volumen; longitud es el nimero de pares de bases en el
daplex de ADN. La Tt de un daplex de ADN disminuye aproximadamente en 1°C con cada aumento del 1% en el
namero de pares de bases aleatoriamente no emparejados. El lavado se lleva a cabo en general una T - 15°C para
astringencia alta, o Tt - 30°C para astringencia moderada.

En un ejemplo de un procedimiento de hibridacién, a membrana (por ejemplo, una membrana de nitrocelulosa o una
membrana de nailon) que contiene ADN inmovilizado que se hibrida durante toda la noche a 42°C en un tampoén de
hibridacion (formamida desionizada al 50%, 5 x SSC, 5 x solucién de Denhardt (0,1% ficoll, 0,1% polivinilpirrolidona
y albimina de suero bovino al 0,1%), SDS al 0,1% y 200 mg/mL de ADN de esperma de salmén desnaturalizado)
que contiene una sonda etiquetada. La membrana se somete a continuacion a dos lavados en secuencia de
astringencia media (es decir, 2 x SSC, SDS al 0,1% durante 15 min a 45°C, seguido por 2 x SSC, SDS al 0,1%
durante 15 min a 50°C), seguido por dos lavados en secuencia de astringencia superior (es decir, 0,2 x SSC, SDS al
0,1% durante 12 min a 55°C seguido por 0,2 x SSC y solucién de SDS al 0,1% durante 12 min a 65-68°C.

Produccién de polipéptidos de HRS

El polipéptido de HRS puede prepararse mediante cualquier procedimiento adecuado conocido para los expertos en
la materia, por ejemplo, usando sintesis de péptidos en fase solida estandar (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-
2154 (1963)), o por tecnologia recombinante usando un hospedador modificado genéticamente. La sintesis de
proteinas puede realizarse usando técnicas manuales o por automatizacion. La sintesis automatizada puede
conseguirse, por ejemplo, usando Applied Biosystems 431A Peptide Synthesizer (Perkin Elmer). Alternativamente,
varios fragmentos pueden sintetizarse quimicamente por separado y combinarse usando procedimientos quimicos
para producir la molécula deseada.

Los polipéptidos de HRS pueden producirse también mediante la expresién de una secuencia de ADN que codifica
el polipéptido de HRS en cuestién en una célula hospedadora adecuada por técnicas bien conocidas. La secuencia
de polinucleétidos que codifica el polipéptido de HRS puede prepararse sintéticamente mediante procedimientos
estandar establecidos, por ejemplo, el procedimiento de fosfoamidita descrito por Beaucage y col. (1981)
Tetrahedron Letters 22:1859-1869, o el procedimiento descrito por Matthes y col. (1984) EMBO Journal 3:801-805.
De acuerdo con el procedimiento de fosfoamidita, los oligonucleétidos se sintetizan, por ejemplo, en un sintetizador
de ADN automatico, se purifican, se duplican y se ligan para formar la construccion de ADN sintético.
Alternativamente la construccién de ADN puede construirse usando técnicas estandar de biologia molecular
recombinante que incluyen clonacién mediada por enzimas de restriccion y amplificacién génica basada en PCR.

Las secuencias de polinucleétidos pueden ser también de ADNc gendémico mixto, y de origen sintético. Por ejemplo,

una secuencia gendémica o de ADNc que codifica un péptido delantero puede unirse con una secuencia genémica o
de ADNCc que codifica el polipéptido de HRS, después de lo cual la secuencia de ADN puede modificarse en el sitio
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insertando oligonucledtidos sintéticos que codifican la secuencia de aminoacidos deseada o por PCR usando
oligonucledtidos adecuados. En algunas realizaciones de la presente descripcioén puede incluirse una secuencia de
sefial antes de la secuencia codificante. Esta secuencia codifica un péptido de sefial en el extremo N en la secuencia
codificante que se comunica con la célula hospedadora para dirigir el polipéptido a la superficie celular o secretar el
polipéptido en el medio. Normalmente el péptido de sefial es cortado por la célula hospedadora antes de que la
proteina salga de la célula. Los péptidos de sefial pueden encontrarse en diversas proteinas en procariotas y
eucariotas.

Se conocen diversos sistemas de vectores de expresion/hospedador y pueden usarse para contener y expresar
secuencias de polinucleétidos. Entre ellos se incluyen, pero no se limitan a, microorganismos tales como bacterias
transformadas con vectores de expresion de ADN de bacteribgenos, plasmicos o césmidos recombinantes;
levaduras transformadas con vectores de expresién de levaduras; sistemas de células de insectos infectados con
vectores de expresion viricos (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transformados vectores de
expresion viricos (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con
vectores de expresion bacterianos (por ejemplo, plasmidos pBR322 o Ti); o sistemas de células animales, que
incluyen sistemas de células de mamiferos y méas especificamente sistemas de células humanas transformados con
vectores de expresion de virus, plasmidos, episomas o de integracion.

Dichos vectores de expresion pueden comprender secuencias de control de expresion, que incluyen por ejemplo,
potenciadores, promotores, regiones no traducidas en 5' y 3', que interaccionan con proteinas celulares
hospedadoras para realizar la transcripcion y la traduccion. Dichos elementos pueden variar en su fuerza y
especificidad. Dependiendo del sistema de vectores y del hospedador usado, puede usarse cualquier nimero de
elementos de transcripcion y traduccién adecuados, que incluyen promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo,
cuando se clonan en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como el promotor lacZ
hibrido del fagémido PBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, Calif) o el plasmido PSPORT1 (Gibco BRL,
Gaithersburg, Md.) y similares. En sistemas de células de mamiferos, se prefieren en general los promotores de
genes de mamiferos o de virus de mamiferos. Si es necesario generar una linea celular que contiene mdltiples
copias de la secuencia que codifica un polipéptido, pueden usarse ventajosamente vectores basados en SV40 o
EBV con un marcador seleccionable apropiado.

Algunas realizaciones de la presente descripcion pueden emplear sistemas de expresion basados en E. coli (véase,
por ejemplo, Structural Genomics Consortium y col., Nature Methods. 5:135-146, 2008). Estas y otras realizaciones
relacionadas de la presente descripcion pueden basarse parcial o totalmente en la clonacién independiente de la
ligadura (LIC) para producir un vector de expresion adecuado. En realizaciones especificas de la presente
descripcion, la expresion de proteinas puede controlarse mediante una ARN polimerasa T7 (por ejemplo, serie de
vectores pET). Estas y otras realizaciones relacionadas de la presente descripcion pueden usar la cepa de
hospedador de expresion BL21 (DE3), un liségeno ADE3 de BL21 que soporta la expresion mediada por T7 y es
deficiente en las proteasas lon y ompT para una mejora en la estabilidad de la proteina diana. Se incluyen también
cepas de hospedador de expresion que llevan plasmidos que codifican tRNA usados raras veces en E. coli, tales
como las cepas ROSETTA™ (DE3) y Rosetta 2 (DE3). En algunas realizaciones de la presente descripcién pueden
usarse otras cepas de E. coli, que incluyen otras cepas K-12 de E. coli tales como W3110 (F lambda EN(rrnD-rrnE)1
rph-1), que pueden producir niveles reducidos de modificaciones postraduccionales durante la fermentacioén. La lisis
celular y el manejo de las muestras también pueden mejorarse usando reactivos comercializados con las marcas
BENZONASE® nucleasa y reactivo de extraccion de proteinas BUGBUSTER®. Para el cultivo celular, los medios de
autoinduccién pueden mejorar la eficiencia de muchos sistemas de expresion, que incluyen sistemas de expresion
de alto rendimiento. Los medios de este tipo (por ejemplo, OVERNIGHT EXPRESS™ Autoinduction System) activan
gradualmente la expresion de proteinas a través del desplazamiento metabdlico sin el afiadido de agentes de
induccion artificiales tales como IPTG.

Algunas realizaciones particulares de la presente descripcion emplean etiquetas de hexahistidina, u otras etiquetas
de afinidad o purificacion, seguido por purificacion por cromatografia de afinidad metdlica inmovilizada (IMAC), o
técnicas relacionadas. En algunos aspectos de la presente descripcién, sin embargo, pueden aislarse proteinas de
calidad clinica a partir de cuerpos de inclusién de E. coli, con o sin el uso de etiquetas de afinidad (véase, por
ejemplo, Shimp y col., Protein Expr Purif. 50:58-67, 2006). Como ejemplo adicional, algunas realizaciones de la
presente descripcion pueden emplear un sistema de produccion de alto rendimiento de E. coli de choque con frio,
dado que la sobreexpresion de proteinas en Escherichia coli a baja temperatura mejora su solubilidad y estabilidad
(véase, por ejemplo, Qing y col., Nature Biotechnology. 22:877-882, 2004).

Se incluyen también sistemas de fermentacion bacteriana de alta densidad. Por ejemplo, el cultivo de alta densidad

de células de Ralstonia eutropha permite la produccién de proteinas a densidades celulares de mas de 150 g/L, y la
expresion de proteinas recombinantes con valores superiores a 10 g/L. En la levadura Saccharomyces cerevisiae,
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puede usarse una serie de vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles tales como factor alfa,
alcohol oxidasa y PGH. Para revisiones, véase Ausubel y col. (mas arriba) y Grant y col., Methods Enzymol.
153:516-544 (1987). Se incluyen también sistemas de expresion de Pichia pandoris (véase, por ejemplo, Li y col.,
Nature Biotechnology. 24, 210 - 215, 2006; y Hamilton y col., Science, 301:1244, 2003). Algunas realizaciones de la
presente descripcion incluyen sistemas de levaduras que se disefian para glucosilar selectivamente proteinas, lo que
incluye levaduras que tienen vias de N-glucosilacion humanizadas, entre otros (véase, por ejemplo, Hamilton y col.,
Science. 313:1441-1443, 2006; Wildt y col., Nature Reviews Microbiol. 3:119-28, 2005; y Gerngross y col., Nature-
Biotechnology. 22:1409-1414, 2004; patentes de EE.UU. n° 7.629.163; 7.326.681; y 7.029.872). Simplemente a
modo de ejemplo, los cultivos de levaduras recombinantes pueden desarrollarse en matraces Fernbach o
fermentadores de 15 L, 50 L, 100 L y 200 L, entre otros.

En los casos donde se usan vectores de expresion de plantas, la expresion de secuencias que codifican polipéptidos
puede accionarse mediante cualquiera de una serie de promotores. Por ejemplo, pueden usarse promotores viricos
tales como los promotores 35S y 19S de CaMV en solitario 0 en combinacién con la secuencia delantera omega de
TMV (Takamatsu, EMBO J. 6:307-311 (1987)). Alternativamente, pueden usarse promotores de plantas tales como
la pequefa subunidad de RUBISCO o promotores de choque por calor (Coruzzi y col., EMBO J. 3:1671-1680 (1984);
Broglie y col., Science 224:838-843 (1984); y Winter y col., Results Probl. Cell Difer. 17:85-105 (1991)). Estas
construcciones pueden introducirse en las células vegetales mediante transformacion de ADN directa o transfeccion
mediada por patdégenos. Dichas técnicas se describen en una serie de revisiones disponibles en general (véase, por
ejemplo, Hobbs en McGraw Hill, Yearbook of Science and Technology, pag. 191-196 (1992)).

También puede usarse un sistema de insectos para expresar un polipéptido de interés. Por ejemplo, en dicho
sistema, se usa el virus de polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como un vector para expresar
genes extrafios en células de Spodoptera frugiperda o en células de Trichoplusia. Las secuencias que codifican el
polipéptido pueden clonarse en una regiéon no esencial del virus, tal como el gen de polihedrina, y se colocan bajo el
control del promotor de polihedrina. La insercién con éxito de la secuencia que codifica el polipéptido convertira al
gen de polihedrina en inactivo y producira virus recombinante que carece de la proteina de recubrimiento. Los virus
recombinantes pueden usarse a continuacién para infectar, por ejemplo, células de S. frugiperda o células de
Trichoplusia en las que puede expresarse el polipéptido de interés (Engelhard y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
91:3224-3227 (1994)). Se incluyen también sistemas de expresién de baculovirus, que incluyen los que usan 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 de post-traducciéon que son similares a los
sistemas de mamiferos.

En células hospedadoras de mamiferos, se conoce bien en la técnica una serie de sistemas de expresion que estan
disponibles comercialmente. Los sistemas de vectores de mamiferos de ejemplo incluyen por ejemplo, pCEP4,
pREP4 y pREP7 de Invitrogen, el sistema PerC6 de Crucell y sistemas basados en lentivirus tales como pLP1 de
Invitrogen, y otros. Por ejemplo, en los casos donde se usa un adenovirus como vector de expresion, las secuencias
gue codifican un polipéptido de interés pueden ligarse en un complejo de transcripcion/traduccion de adenovirus que
consiste en el promotor tardio y la secuencia delantera tripartita. La insercion en una region E1 o E3 no esencial del
genoma virico puede usarse para obtener un virus viable que sea capaz de expresar el polipéptido en células
hospedadoras infectadas (Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:3655-3659, 1984). Ademas, pueden
usarse potenciadores de transcripcion, tales como el virus del sarcoma de Rous (RSV), para incrementar la
expresion en células hospedadoras de mamiferos.

Los ejemplos de lineas de células hospedadoras de mamiferos utiles incluyen la linea CV1 de rifibn de mono
transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifion embrionario humana (293 o 293 células
subclonadas para crecimiento en cultivo en suspension, Graham y col., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células renales
de hamster recién nacido (BHK, ATCC CCL 10); células de Sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251
(1980)); células renales de mono (CV1 ATCC CCL 70); células renales de mono verde africano (VERO-76, ATCC
CRL-1587); células de cancer de cuello de utero humanas (HELA, ATCC CCL 2); células renales caninas (MDCK,
ATCC CCL 34); células hepaticas de rata de Buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células pulmonares humanas
(W138, ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor de mama de raton (MMT 060562,
ATCC CCL51); células TR1 (Mather y col., 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 Utiles incluyen células
de ovario de hamster chino (CHO), que incluyen células DHFR-CHO (Urlaub y col., 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 la produccién de anticuerpos, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular
Biology, Vol. 248 (B. K.C Lo, ed., Humana Press, Totowa, N.J., 2003), pag. 255-268. Algunos sistemas de expresion
de células de mamifero preferidos incluyen los sistemas de expresion basados en células CHO y HEK293. Los
sistemas de expresion de mamifero pueden usar lineas celulares adjuntas, por ejemplo, en matraces T, botellas de
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cultivo rotatorias, o fabricas de células, o cultivos en suspensién, por ejemplo, en matraces de agitacionde 1 Ly 5L,
biorreactores de tanques de agitacion de 5L, 14 L, 40 L, 100 L y 200 L, o biorreactores WAVE de 20/50 L y 100/200
L, entre otros conocidos en la técnica.

Se incluyen también procedimientos de expresion de proteinas sin células. Estas y otras realizaciones relacionadas
de la presente descripcion usan normalmente ARN polimerasa, ribosomas, tRNA vy ribonucleétidos purificados.
Dichos reactivos pueden producirse, por ejemplo, por extraccién de células o de un sistema de expresion basado en
células.

Ademas, una cepa de células hospedadoras puede elegirse por su capacidad para modular la expresion de las
secuencias insertadas o para procesar la proteina expresada en la forma deseada. Dichas modificaciones del
polipéptido incluyen, pero no se limitan a, modificaciones postraduccionales tales como acetilacion, carboxilacion,
glucosilacion, fosforilacion, lipidacién y acilacion, o la inserciéon de aminoacidos de origen no natural (véanse en
general las patentes de EE.UU. n°® US-7.939.496; US-7.816.320; US-7.947.473; US-7.883.866; US-7838.265; US-
7.829.310; US-7.820.766; US-7.820.766; US-7.7737.226, US-7.736.872; US-7.638.299; US-7.632.924; y US-
7.230.068). Puede usarse también procesamiento postraduccional que escinde una forma "prepro” de la proteina
para facilitar la correcta insercion, plegamiento y/o funcién. Para garantizar la correcta modificacion y procesamiento
de la proteina extrafia pueden elegirse diferentes células hospedadoras tales como levaduras, CHO, HelLa, MDCK,
HEK293 y W138, ademas de células bacterianas, que tienen o incluso carecen de maquinaria celular especifica y
mecanismos caracteristicos para dichas actividades postraduccionales.

Los polipéptidos de HRS producidos por una célula recombinante pueden ser purificados y caracterizados de
acuerdo con diversas técnicas conocidas en la técnica. Los sistemas de ejemplo para realizar purificacién de
proteinas y andlisis de la pureza de las proteinas incluyen cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) (por
ejemplo, sistemas AKTA y Bio-Rad FPLC), cromatografia liquida de alta presion (HPLC) (por ejemplo, HPLC de
Beckman y Waters). Las técnicas quimicas de ejemplo para la purificacion incluyen cromatografia de intercambio de
iones (por ejemplo, Q, S), cromatografia de exclusidon de tamafos, gradientes de sales, purificacion por afinidad
purificacién (por ejemplo, Ni, Co, FLAG, maltosa, glutation, proteina A/G), cromatografia de intercambio de iones
HYPERD® ceramica de fase inversa con filtrado de gel y columnas de interaccion hidréfoba (HIC), entre otras
conocidas en la técnica. En las secciones de Ejemplos se describen también varios procedimientos de ejemplo.

Vectores recombinantes y polinucleétidos

Otra realizacion de la presente descripcion proporciona polinucleétidos recombinantes, vectores recombinantes y
vectores viricos recombinantes que comprenden un polinucledtido cuya secuencia comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica cualquiera de los polipéptidos de HRS descritos en la presente memoria.

Se incluyen también formulaciones que comprenden ARNm modificados y mejorados que codifican los polipéptidos
de HRS que son capaces de reducir la actividad inmunitaria innata de una poblacion de células en las que se
introducen, incrementando asi la eficiencia de la produccion de proteinas en dicha poblacion celular. Dichos ARNm
modificados incluyen por ejemplo una estructura 5'Capl y una cola poliA de aproximadamente 160 nucleétidos de
longitud, y que se formulan opcionalmente en una formulaciéon de lipidos tal como un liposoma, lipoplexo o
nanoparticula lipidica, tal como se describe por ejemplo en la publicacion de solicitud de EE.UU. n® 2012/0.251.618,
y las solicitudes internacionales n® PCT/US2011/046.861 y PCT/US2011/054.636.

La seleccién de vectores recombinantes adecuados para expresar los polipéptidos de HRS de la presente
descripcion, los procedimientos para insertar secuencias de acidos nucleicos para expresar los polipéptidos de HRS
en el vector y los procedimientos de suministro del vector recombinante a las células de interés se sitian dentro de
las particularidades de la técnica. Véase, por ejemplo Tuschl, T. (2002), Nat. Biotechnol, 20: 446-448; Brummelkamp
T Ry col. (2002), Science 296: 550-553; Miyagishi M y col. (2002), Nat. Biotechnol. 20: 497-500; Paddison P J y col.
(2002), Genes Dev. 16: 948-958; Lee N S y col. (2002), Nat. Biotechnol. 20: 500-505; Paul C P y col. (2002), Nat.
Biotechnol. 20: 505-508, Conese y col., Gene Therapy 11: 1735-1742 (2004), y Fjord-Larsen y col., (2005) Exp
Neurol 195:49-60.

Los vectores de expresidn recombinantes representativos disponibles comercialmente incluyen, por ejemplo, pREP4,
pCEP4, pREP7 y pcDNA3.1 y pcDNA™S5/FRT de Invitrogen, y pBK-CMV y pExchange-6 Core Vectors de
Stratagene. Los vectores de expresion viricos representativos disponibles comercialmente incluyen, pero no se
limitan a, los sistemas basados en adenovirus, tales como el sistema Por.C6 disponible en Crucell, Inc., sistemas
basados en lentivirus tales como pLP1 de Invitrogen, y vectores retroviricos tales como los vectores retroviricos pFB-
ERV y pCFB-EGSH de Stratagene (US).
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En general, puede usarse cualquier vector recombinante o virico capaz de aceptar las secuencias codificantes para
la expresion de los polipéptidos de HRS, por ejemplo vectores derivados de adenovirus (AV); virus adenoasociados
(AAV); retrovirus (por ejemplo, lentivirus (LV), rabdovirus, virus de la leucemia murina); virus del herpes,
papilomavirus (patentes de EE.UU. n° 6.399.383 y 7.205.126) y similares. El tropismo de los vectores viricos puede
modificarse también mediante seudotipado de los vectores con proteinas de envoltura u otros antigenos de
superficie de otros virus. Por ejemplo, un vector AAV descrito en la presente memoria puede someterse a
seudotipado con proteinas de superficie del virus de la estomatitis vesicular (VSV), rabia, Ebola, Mokola y similares.
También pueden usarse seudoviriones no infecciosos, por ejemplo de papilomavirus, para facilitar el suministro
eficiente de genes a las membranas mucosas (patente de EE.UU. n°® 7.205.126, Peng y col., Gene Ther. 2010 Jul 29
epub).

En algunos aspectos de la presente descripcion, en la presente descripcion pueden usarse vectores viricos
procedentes de AV y AAV. Los vectores de AAV adecuados para expresar los polipéptidos de HRS descritos en la
presente memoria, los procedimientos para construir el vector de AAV recombinante y los procedimientos para
suministrar los vectores en células diana se describen en Samulski R y col. (1987), J. Virol. 61: 3096-3101; Fisher K
J y col. (1996), J. Virol., 70: 520-532; Samulski R y col. (1989), J. Virol. 63: 3822-3826; la patente de EE.UU. n°
5.252.479; la patente de EE.UU. n° 5.139.941; solicitud de patente internacional n°® W0O-94/13.788; y solicitud de
patente internacional n°® W0O-93/24.641.

Normalmente los vectores recombinantes y los vectores viricos recombinantes incluyen secuencias de control de
expresion que dirigen la expresion del polinucleétido de la presente descripcion en diversos sistemas, tanto in vitro
como in vivo. Por ejemplo, un conjunto de elementos reguladores dirigird la expresion en ciertas células o tejidos de
mamiferos y otro conjunto de elementos reguladores dirigira la expresion a células bacterianas y un tercer conjunto
de elementos reguladores dirigira la expresion a sistemas de baculovirus. Algunos vectores son vectores hibridos
qgue contienen elementos reguladores necesarios para la expresion en mas de un sistema. Los vectores que
contienen estos diversos sistemas reguladores estan disponibles comercialmente y un experto en la materia podra
clonar los polinucledtidos descritos en la presente memoria en dichos vectores.

En algunos casos, los polinucleétidos o vectores poseeran promotores para la expresion de los polipéptidos de HRS
en una amplia variedad de células. En otros casos, los vectores poseeran promotores que son especificos del tejido.
Por ejemplo, los promotores dirigen la expresion so6lo en células inmunitarias, células de musculo. En algunos
aspectos de la presente descripcidn, el vector de la presente descripcion comprende un polinucleétido cuya
secuencia de nucledtidos codifica un polipéptido de HRS de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71,
74-153, 160-172 6 176-182.

Los polinucledtidos y vectores recombinantes pueden administrarse a un paciente directamente o en conjuncién con
un reactivo de suministro adecuado, que incluye el reactivo lipéfilo Minis Transit LT1; lipofectina; lipofectamina;
celfectina; policationes (por ejemplo, polilisina) o liposomas. La seleccién de vectores viricos recombinantes
adecuados para su uso en la presente descripcién, los procedimientos para insertar secuencias de acidos nucleicos
para expresar los polipéptidos de HRS en el vector y los procedimientos de suministro del vector virico a las células
de interés se sitlan dentro de las particularidades de la técnica. Véase, por ejemplo, Dornburg R (1995), Gene
Therap. 2: 301-310; Eglitis M A (1988), Biotechniques 6: 608-614; Miller A D (1990), Hum Gene Therap. 1: 5-14; y
Anderson W F (1998), Nature 392: 25-30.

Células hospedadoras

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen una célula hospedadora transformada con un vector o
polinucleétido descrito en la presente memoria. En algunos aspectos de la presente descripcion, los polipéptidos de
HRS descritos en la presente memoria son expresados por la célula hospedadora con el fin de producir o fabricar el
polipéptido de HRS. Dichas células hospedadoras incluyen bacterias, células de insectos, células de levaduras y
células de mamiferos.

En algunos aspectos de la presente descripcion, las células hospedadoras pueden usarse para expresar y
suministrar un polipéptido de HRS por medio de terapia celular. Por consiguiente, algunos aspectos de la presente
descripcion incluyen una terapia celular para tratar una enfermedad o trastorno autoinmunitario o inflamatorio, que
comprende la administracion de una célula hospedadora que expresa, 0 es capaz de expresar, un polipéptido de
HRS de la presente descripcion. En algunos aspectos de la presente descripcion la enfermedad o trastorno se
selecciona de entre miopatias inflamatorias, que incluyen, por ejemplo, polimiositis, dermatomiositis, solapamiento
de polimiositis-esclerodermia, enfermedad pulmonar intersticial, neumonitis por hipersensibilidad, esclerodermia,
lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, sindrome de Churg-Strauss, granulomatosis de Wegener, sindrome
de Goodpasture, asma, distrofias musculares, caquexia y rabdomidlisis, entre otros descritos en la presente
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memoria.

La terapia celular implica la administracion de células que han sido seleccionadas, multiplicadas y tratadas o
alteradas farmacologicamente (por ejemplo, modificadas genéticamente) fuera del cuerpo (Bordignon, C. y col., Cell
Therapy: Achievements and Perspectives (1999), Haematologica, 84, pag. 1110-1149). Dichas células
hospedadoras incluyen por ejemplo, células primarias, que incluyen células de musculo, PBMC, macréfagos y
células madre que han sido modificadas genéticamente para expresar un polipéptido de HRS descrito en la presente
memoria. El objetivo de la terapia celular es sustituir, reparar o potenciar la funcion biolégica de los tejidos u 6rganos
diana (Bordignon, C. y col., (1999), Haematologica, 84, pag. 1110-1149).

En algunos aspectos de la presente descripcion de dichos procedimientos la célula hospedadora secreta el
polipéptido de HRS y asi proporciona una fuente sostenible del polipéptido de HRS en el tejido u 6rgano en el que se
implanta la célula hospedadora.

Otros agentes terapéuticos

En algunas realizaciones de la presente descripcion, las composiciones y procedimientos descritos en la presente
memoria pueden emplear anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o proteinas de unién no de polipéptidos de HRS
para bloquear la actividad de los anticuerpos anti-histidil-tRNA sintetasa. En algunos aspectos de la presente
descripcion, el anticuerpo o proteina de unién se dirige al dominio de unién a antigeno del autoanticuerpo, es decir,
los anticuerpos representan anticuerpos anti-idiotipos, con lo que bloquean selectivamente la actividad del
autoanticuerpo. Por consiguiente, dichos agentes de unién pueden usarse para diagnosticar, tratar o prevenir
enfermedades, trastornos u otras afecciones que estdn mediadas por autoanticuerpos para una histidil-tRNA
sintetasa asociada con una enfermedad autoinmunitaria.

El término "anticuerpo" describe una inmunoglobulina natural o producida parcial o totalmente de forma sintética. El
término cubre también cualquier polipéptido o proteina que tiene un dominio de unién que es, o es homdlogo a, un
dominio de unién a antigeno. Los anticuerpos injertados en CDR, que incluyen anticuerpos biespecificos, y los
anticuerpos humanizados, en los que uno o mas de las CDR proceden de anticuerpos obtenidos de linfocitos B
identificados, clonados o seleccionados usando cualquiera de los procedimientos descritos o reivindicados en la
presente memoria se contemplan también en este término.

Los "anticuerpos IgG naturales" y las "inmunoglobulinas IgG naturales” son normalmente glucoproteinas
heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons, compuestas por dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos
cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena ligera esta unida, en algunos casos, a una cadena pesada por un
enlace de disulfuro covalente, mientras que el nimero de enlaces de disulfuro varia entre las cadenas pesadas de
diferentes isotipos de inmunoglobulina. Cada cadena pesada y ligera tiene también puentes de disulfuro dentro de la
cadena separados regularmente. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (V") seguido por
una serie de dominios constantes ("Cy"). Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo ("V.") y un
dominio constante ("C.") en su otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera esta alineado con el primer
dominio constante de la cadena pesada, y el dominio variable de la cadena ligera esta alineado con el dominio
variable de la cadena pesada. Se cree que residuos de aminoacidos especiales forman una interconexion entre los
dominios variables de cadenas ligeras y pesadas.

El término "dominio variable" se refiere a dominios de proteinas que difieren extensivamente en secuencia entre los
miembros de la familia (es decir, entre diferentes isoformas, o en diferentes especies). Con respecto a los
anticuerpos, el término "dominio variable" se refiere a los dominios variables de anticuerpos que se usan en la union
y la especificidad de cada particular anticuerpo para su antigeno en particular. Sin embargo, la variabilidad no esta
distribuida uniformemente a lo largo de los dominios variables de anticuerpos. Se concentra en tres segmentos
denominados regiones hipervariables tanto los dominios variables de la cadena ligera como de la cadena pesada.
Las partes de dominios variables mas conservadas se denominan "regién marco" o "FR”. Los dominios variables de
cadenas pesadas y ligeras no modificadas comprenden cada uno cuatro FR (FR1, FR2, FR3 y FR4,
respectivamente), que adoptan en sentido extenso una configuracion en hoja B, conectadas por tres regiones
hipervariables, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de hoja B. Las
regiones hipervariables en cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad mediante las FR y, con las
regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién a antigenos de los
anticuerpos (véase Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991), paginas 647-669). Los dominios constantes no estan implicados
directamente en la unién de un anticuerpo con un antigeno, pero muestran varias funciones de efector, tales como la
participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente del anticuerpo.
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El término "region hipervariable" cuando se usa en la presente memoria se refiere a los residuos de aminoacidos de
un anticuerpo que son responsables de la unién a antigenos. La region hipervariable comprende residuos de
aminoacidos de tres "regiones de determinacion de complementariedad" o "CDR”, que se unen directamente, de
forma complementaria, a un antigeno y son conocidas como CDR1, CDR2 y CDR3 respectivamente.

En el dominio variable de cadena ligera, las CDR corresponden a aproximadamente los residuos 24-34 (CDRL1), 50-
56 (CDRL2) y 89-97 (CDRL3), y en el dominio variable de la cadena pesada las CDR corresponden a
aproximadamente los residuos 31-35 (CDRH1), 50-65 (CDRH2) y 95-102 (CDRH3); Kabat y col., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 52 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991))
y/o los residuos de un "bucle hipervariable" (es decir, residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio
variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de la cadena pesada;
Chothia y Lesk J., Mol. Biol. 196:901-917 (1987)).

Tal como se usa en la presente memoria, "regién marco variable" o "VFR" se refiere unos residuos de marco que
forman una parte de la bolsa y/o surco de unién a antigenos que pueden entrar en contacto con el antigeno. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, los residuos marco forman un bucle que es una parte de la bolsa o
surco de unién a antigenos. Los residuos de aminoacidos en el bucle pueden estar o no en contacto con el antigeno.
En una realizacion de la presente descripcion, los aminoacidos del bucle de una VFR se determinan por inspeccion
de la estructura tridimensional de un anticuerpo, cadena pesada de anticuerpo o cadena ligera de anticuerpo. La
estructura tridimensional puede analizarse para posiciones de aminoacidos accesibles para el disolvente ya que es
probable que dichas posiciones formen un bucle y/o proporcionen contacto con el antigeno en un dominio variable
de anticuerpos. Algunas de las posiciones accesibles a disolventes pueden tolerar una diversidad de secuencias de
aminoacidos y otras (por ejemplo, posiciones estructurales) pueden estar menos diversificadas. La estructura
tridimensional del dominio variable de anticuerpos puede deducirse a partir de una modelizacion de proteinas o
estructura cristalina. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la VFR comprende, consiste
esencialmente en o consiste en posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones de aminoacidos 71 a
78 del dominio variable de la cadena pesada, con las posiciones definidas de acuerdo con Kabat y col., 1991. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, la VFR forma una parte de la region marco 3 situada entre CDRH2
y CDRH3. Preferentemente, la VFR forma un bucle que esta bien colocado para establecer contacto con un antigeno
diana o forma parte de la bolsa de unién a antigeno.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas
pueden asignarse a diferentes clases. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e
IgM, y varias de ellas pueden dividirse ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA e
IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada (Fc) que corresponden a las diferentes clases de
inmunoglobulinas se denominan a, &, € Yy Yy W, respectivamente. Las estructuras de subunidades y las
configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas. Las "cadenas
ligeras" de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrado pueden asignarse a uno de dos tipos
claramente distintos, denominados kappa o ("k") y lambda o ("A"), basandose en las secuencias de aminoacidos de
sus dominios constantes.

(I n o

Los términos "parte de unién a antigeno de un anticuerpo”, "fragmento de unioén a antigeno”, "dominio de union a
antigeno”, "fragmento de anticuerpo” o un "fragmento funcional de un anticuerpo” se usan indistintamente en la
presente descripcién para referirse a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno (véase, por ejemplo, Holliger y col., Nature Biotech. 23 (9): 1126-1129 (2005)). Los
ejemplos no limitativos de fragmentos de anticuerpos incluidos, pero que no se limitan a, el término "parte de union a
antigeno" de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios
Vi, Vi, CL y Cua; (ii) un fragmento F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por
un puente de disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios Vy y Chi; (iv) un
fragmento Fv que consiste en los dominios V| y Vu de un Gnico brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward
y col., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio Vu; y (vi) una regiéon de determinacién de
complementariedad (CDR) aislada. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V| y Vu, estan codificados
por genes separados, pueden unirse, usando procedimientos recombinantes, mediante un conector sintético que
permite que actien como una Unica cadena de proteinas en la que los pares de regiones V. y Vy forman moléculas
monovalentes (conocidos como Fv de cadena Unica (scFv); véase por ejemplo, Bird y col. (1988) Science 242:423-
426; y Huston y col. (1988) PNAS USA. 85:5879-5883; y Osbourn y col. (1998) Nat. Biotechnol. 16:778). Dichos
anticuerpos de cadena Unica pretenden también estar incluidos en el término "parte de unién a antigeno” de un
anticuerpo. Cualquier secuencia Vy y V. de scFv especificos puede estar unida a un ADNc de una regién constante
de inmunoglobulina humana o secuencias genoémicas, con el fin de generar vectores de expresion que codifican
moléculas IgG completas u otros isotipos. Vy y Vi pueden usarse también en la generacion de Fab, Fv u otros
fragmentos de inmunoglobulinas que usan quimica de proteinas o tecnologia de ADN recombinante. Se incluyen
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también otras formas de anticuerpos de cadena Unica, tales como diacuerpos.

Las fracciones "F(ab),;" y "Fab™ pueden producirse mediante el tratamiento de una inmunoglobulina (anticuerpo
monoclonal) con una proteasa tal como pepsina y papaina, e incluye un fragmento de anticuerpo generado por una
inmunoglobulina de digestién cerca de los enlaces de disulfuro existentes entre las regiones bisagra en cada una de
las dos cadenas H. Por ejemplo, la papaina escinde la IgG en sentido ascendente de los enlaces de disulfuro
existentes entre las regiones bisagra en cada una de las dos cadenas H para generar dos fragmentos de anticuerpos
homélogos en los que una cadena L compuesta por V (region variable de cadena L) y C. (regién constante de
cadena L), y un fragmento de cadena H compuesto por Vy (region variable de cadena H) y Chyt (region y1 en la
region constante de cadena H) estan conectados en sus regiones del extremo C a través de un enlace de disulfuro.
Cada uno de estos dos fragmentos de anticuerpos homélogos se denomina Fab'. La pepsina escinde 1gG en sentido
descendente de los enlaces de disulfuro existentes entre las regiones bisagra en cada una de las dos cadenas H
para generar un fragmento de anticuerpo ligeramente mayor que el fragmento en el que estan conectados los dos
Fab' mencionados anteriormente en la regién bisagra. Este fragmento de anticuerpo se denomina F(ab')».

El fragmento Fab contiene también el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (Cn1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab por la adicion de algunos residuos en el
extremo carboxilo del dominio de la cadena pesada Cnl que incluye una o mas cisteinas de la region bisagra de
anticuerpos. Fab'-SH es la designacion en la presente memoria para Fab' en el que los residuos de cisteina de los
dominios constantes llevan un grupo tiol libre. Los fragmentos F(ab'), de anticuerpos fueron producidos
originalmente como pares de fragmentos Fab' que tienen cisteinas bisagra entre ellos. Se conocen también otros
acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un reconocimiento de antigenos completo y un sitio de
union a antigenos. Esta regién consiste en un dimero de una cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera
en estrecha asociacion no covalente. En esta configuracion interaccionan las tres regiones hipervariables de cada
dominio variable para definir un sitio de unién a antigeno en la superficie del dimero Vy-V.. En conjunto las seis
regiones hipervariables confieren especificidad de unién a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un solo
dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende sélo tres regiones hipervariables especificas para un antigeno)
tiene la capacidad de reconocer y unirse a antigeno, aunque en una afinidad menor que el sitio de unién completo.

Los fragmentos de anticuerpos "Fv de cadena Unica" o "sFv" comprenden los dominios Vy y Vi de un anticuerpo,
donde estos dominios estan presentes en una Unica cadena de polipéptidos. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido Fv comprende ademas un polipéptido conector entre los dominios Vi y Vi que permite
gue el sFv forme la estructura deseada para unién a antigenos. Para una revision de las moléculas sFv, véase, por
ejemplo, Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Vol. 113, Rosenburg y Moore ed. Springer-
Verlag, Nueva York, pag. 269-315 (1994).

Tal como se usa en la presente memoria, los anticuerpos o dominios variables de anticuerpos "naturales” o "de
origen natural", se refieren a anticuerpos o dominios variables de anticuerpos que tienen una secuencia de un
anticuerpo o dominio variable de anticuerpos identificado a partir de una fuente no sintética, por ejemplo, de una
secuencia de linea germinal, o un linfocito B especifico de antigeno diferenciado obtenido ex vivo, o su linea celular
de hibridoma correspondiente, o del suero de un animal. Estos anticuerpos pueden incluir anticuerpos generados en
cualquier tipo de respuesta inmunitaria, ya sea natural o inducida por otros medios. Los anticuerpos naturales
incluyen las secuencias de aminoacidos, y las secuencias de nucle6tidos que constituyen o codifican estos
anticuerpos, por ejemplo, tal como se identifica en la base de datos Kabat.

Los anticuerpos pueden prepararse mediante cualquiera de una serie de técnicas conocidas para los expertos en la
materia. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988.
Los anticuerpos monoclonales especificos para un polipéptido de interés pueden prepararse, por ejemplo, usando la
técnica de Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol. 6:511-519, 1976, y mejoras de la misma. Se incluyen también
procedimientos que usan animales transgénicos tales como ratones para expresar anticuerpos humanos. Véase, por
ejemplo, Neuberger y col.,, Nature Biotechnology 14:826, 1996; Lonberg y col., Handbook of Experimental
Pharmacology 113:49-101, 1994; y Lonberg y col., Internal Review of Immunology 13:65-93, 1995. Los ejemplos
particulares incluyen la plataforma VELOCIMMUNE® de REGERNEREX® (véase, por ejemplo, patente de EE.UU.
n°® 6.596.541). Los anticuerpos también pueden generarse o identificarse mediante el uso de bibliotecas de
presentacién de fagos o de presentacién de levaduras (véase, por ejemplo, patente de EE.UU. n° 7.244.592; Chao y
col., Nature Protocols. 1:755-768, 2006). Los ejemplos no limitativos de bibliotecas disponibles incluyen bibliotecas
clonadas o sintéticas, tales como la Human Combinatorial Antibody Library (HUCAL), en la que la diversidad
estructural del repertorio de anticuerpo humanos esta representada por genes de region variable de siete cadenas
pesadas y siete cadenas ligeras. La combinacion de estos genes da lugar a 49 marcos en la biblioteca principal.
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Mediante la superposicién de casetes genéticas altamente variables (CDR = regiones de determinacion de
complementariedad) en estos marcos puede reproducirse el inmenso repertorio de anticuerpos humanos. Se
incluyen también bibliotecas humanas disefiadas con fragmentos de fuente de donante humano que codifican una
region variable de cadena ligera, una CDR-3 de cadena pesada y un ADN sintético que codifica la diversidad en
CDR-1 de cadena pesada y un ADN sintético que codifica la diversidad en CDR-2 de cadena pesada. Existen otras
bibliotecas adecuadas para su uso que seran evidentes para los expertos en la materia.

De acuerdo con otro aspecto de la presente descripcion, la presente descripcién proporciona ademas alternativas de
anticuerpos u otros agentes de union, tales como receptores solubles, adnectinas, péptidos, miméticos de péptidos,
aptameros, etc., que muestran especificidad de unién para un autoanticuerpo para una histidil-tRNA sintetasa, y las
composiciones y procedimientos de uso de las mismas. Los agentes de union pueden usarse en cualquiera de los
procedimientos y composiciones terapéuticos descritos en la presente memoria. En particular son (tiles agentes de
union de base bioldgica tales como adnectinas, receptores solubles, avimeros y trinectinas.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, dichos agentes de unién son eficaces para bloquear los
autoanticuerpos para una histidil-tRNA sintetasa asociada con una enfermedad autoinmunitaria. Por consiguiente,
dichos agentes de union pueden usarse para diagnosticar, tratar o prevenir enfermedades, trastornos u otras
afecciones condiciones que estan mediadas por autoanticuerpos para una histidil-tRNA sintetasa asociada con una
enfermedad autoinmunitaria, tal como la actividad antagonista o agonista de su actividad parcial o totalmente.

Tal como se indica anteriormente, los "péptidos" se incluyen como agentes de unién. El término péptido se refiere
normalmente a un polimero de residuos de aminoacidos y a variantes y analogos sintéticos del mismo. En algunas
realizaciones de la presente descripcién, el término "péptido" se refiere a polipéptidos relativamente cortos, que
incluyen 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 6 50 aminoacidos, que incluyen todos los nimeros enteros e intervalos (por ejemplo, 5-10, 8-12,
10-15) intermedios, e interaccionan con uno o mas autoanticuerpos para una histidil-tRNA sintetasa asociada con
una enfermedad autoinmunitaria. Los péptidos pueden estar compuestos por aminoacidos de origen natural y/o
aminoécidos de origen no natural, tal como se describe en la presente memoria.

Ademas de péptidos que consisten sb6lo en aminoacidos de origen natural, se proporcionan también
peptidomiméticos o analogos de péptidos. Los andlogos de péptidos se usan comunmente en la industria
farmacéutica como farmacos no peptidicos con propiedades andlogas a las del péptido de plantilla. Estos tipos de
compuesto no peptidicos se denominan "miméticos de péptidos" o "peptidomiméticos" (Luthman, y col., 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, pag. 392 (1985); y Evans, y col., J. Med. Chem. 30:229 (1987)). Un peptidomimético es una molécula que
emula la actividad biolégica de un péptido pero no es ya peptidica por su naturaleza quimica. Los compuestos
peptidomiméticos son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n° 6.245.886.

La presente descripcion incluye también peptoides. Los derivados peptoides de péptidos representan otra forma de
péptidos modificados que conservan los importantes determinantes estructurales para la actividad biolégica, y
ademas eliminan los enlaces peptidicos, confiriendo asi resistencia a la protedlisis (Simon, y col., PNAS USA.
89:9367-9371, 1992). Los peptoides son oligomeros de glicinas sustituidas en N. Se ha descrito una serie de grupos
de N-alquilo, cada uno correspondiente a la cadena lateral de un aminoacido natural. Los peptidomiméticos de la
presente descripcion incluyen compuestos en los que al menos un residuo de aminoacido, algunos residuos de
aminodcidos o todos los residuos de aminoacidos estan sustituidos por las glicinas correspondientes sustituidas en
N. Se describen bibliotecas de peptoides, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n°® 5.811.387.

Los aptameros también se incluyen como agentes de unién (véase, por ejemplo, Ellington y col., Nature 346, 818-22,
1990; y Tuerk y col., Science 249, 505-10, 1990). Los ejemplos de aptameros incluyen aptameros de acidos
nucleicos (por ejemplo, aptameros de ADN, aptameros de ARN) y aptadmeros de péptidos. Los aptameros de acidos
nucleicos se refieren en general a especies de acidos nucleicos que han sido disefiadas a través de tandas repetidas
de seleccién in vitro o un procedimiento equivalente, tal como SELEX (evolucion sistematica de ligandos por
enriguecimiento exponencial), para unirse a varias dianas moleculares tales como moléculas pequefias, proteinas,
acidos nucleicos e incluso células, tejidos y organismos. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 6.376.190;
y 6.387.620. En ellas se incluyen aptameros de acidos nucleicos que se unen a polipéptidos AARS descritos en la
presente memoria y/o a sus contrapartes de unién celular.

Los aptameros de péptidos incluyen normalmente un bucle de péptido variable unido en los dos extremos a una

proteina de soporte, una doble restriccion estructural que incrementa normalmente la afinidad de unién del aptamero
de péptido a niveles comparables a los de un anticuerpo (por ejemplo, en el intervalo del nanomol). En algunas
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realizaciones de la presente descripcion, la longitud del bucle variable puede estar compuesta por aproximadamente
10-20 aminoacidos (lo que incluye todos los nameros enteros intermedios), y el soporte puede incluir cualquier
proteina que tenga buenas propiedades de solubilidad y compacidad. Algunas realizaciones de ejemplo de la
presente descripcion pueden usar la proteina bacteriana tiorredoxina-A como proteina de soporte, estando el bucle
variable insertado en el sitio activo reductor (bucle -Cys-Gly-Pro-Cys- en la proteina no mutada), con las dos
cadenas laterales de cisteinas capaces de un puente de disulfuro. Procedimientos para identificar péptido aptameros
se describen, por ejemplo, en la solicitud de EE.UU. n° 2003/0108532. En este sentido se incluyen aptameros de
péptidos que se unen a los polipéptidos AARS descritos en la presente memoria y/o a sus contrapartes de unién
celular. La seleccion de aptdmeros de péptidos puede realizarse usando diferentes sistemas conocidos en la técnica,
que incluyen los sistemas de levaduras de dos hibridos.

Se incluyen también ADNECTINAS™, AVIMEROS™, anafonas y anticalinas que se unen especificamente a un
fragmento de proteina AARS de la presente descripcion. ADNECTINAS™ se refieren a una clase de productos
bioldgicos diana de la fibronectina humana, una proteina extracelular abundante que se une naturalmente a otras
proteinas. Véanse, por ejemplo, las solicitudes de EE.UU. n° 2007/0.082.365; 2008/0.139.791; y 2008/0.220.049.
Las ADNECTINAS™ consisten normalmente en una estructura de fibronectina natural, asi como los mdultiples
dominios de direccionamiento de una parte especifica de la fibronectina humana. Los dominios de direccionamiento
pueden disefiarse para facilitar una ADNECTINA™ que reconozca especificamente autoanticuerpos para una
histidil-tRNA sintetasa asociada con una enfermedad autoinmunitaria.

Los AVIMEROS™ se refieren a proteinas de unién multiméricas o péptidos disefiados usando transposicién de
exones in vitro y presentacion de fagos. Mdultiples dominios de unién estan relacionados, lo que produce mayor
afinidad y especificidad en comparacion con dominios de inmunoglobulina de epitopo Unico. Véase, por ejemplo,
Silverman y col., Nature Biotechnology. 23:1556-1561, 2005; la patente de EE.UU. n°® 7.166.697; y las solicitudes de
EE.UU. n° 2004/0.175.756, 2005/0.048.512, 2005/0.053.973, 2005/0.089.932 y 2005/0.221.384.

Se incluyen también proteinas de repeticion de anquirina disefiadas (DARPIn), que incluyen una clase de proteinas
no de inmunoglobulina que pueden ofrecer ventajas con respecto a los anticuerpos para la unién diana en el
descubrimiento de farmacos y el desarrollo de farmacos. Entre otros usos, las DARPIn estan adaptadas idealmente
para la obtencién de imagenes in vivo o el suministro de toxinas u otras cargas terapéuticas debido a sus favorables
propiedades moleculares, que incluye tamafio pequefio y alta estabilidad. La produccion de bajo coste en bacterias y
la rapida generacién de muchas DARPIn especificas de la diana hacen que el enfoque de las DARPIn sea Util para el
descubrimiento de farmacos. Ademas, las DARPin pueden generarse facilmente en formatos multiespecificos,
ofreciendo la posibilidad de dirigir una DARPIn efectora a un érgano especifico o dirigir multiples receptores con una
molécula compuesta por varias DARPiIn. Véase, por ejemplo, Stumpp y col., Curr Opin Drug Discov Devel. 10:153-
159, 2007; solicitud de EE.UU. n° 2009/0.082.274; y documento PCT/EP2001/10454.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen "monocuerpos”, que normalmente usan el 102 dominio de
fibronectina tipo 1ll de fibronectina humana (FNfn10) como soporte para la presentacién de mudltiples bucles
superficiales para la union diana. FNfn10 es una proteina pequefia (94 residuos) con una estructura intercalada 8
similar al plegamiento de inmunoglobulinas. Es muy estable sin enlaces de disulfuro o iones metalicos, y puede
expresarse en la forma plegada correctamente con un alto nivel de bacterias. El soporte FNfn10 es compatible
practicamente con cualquier tecnologia de presentacion. Véase, por ejemplo, Batori y col., Protein Eng. 15:1015-20,
2002; y Wojcik y col., Nat Struct Mol Biol., 2010; y la patente de EE.UU. n° 6.673.901.

Las anticalinas se refieren a una clase de miméticos de anticuerpos, que normalmente se sintetizan de lipocalinas
humanas, una familia de proteinas de unién con una region de bucle hipervariable soportada por un marco
estructuralmente rigido. Véase, por ejemplo, la solicitud de EE.UU. n® 2006/0.058.510. Las anticalinas tienen
normalmente un tamafio de aproximadamente 20 kDa. La anticalinas pueden caracterizarse por una estructura de
tipo barril formada por ocho hebras de 3 antiparalela (un soporte en barril de tipo B estable) que estan conectadas
por pares por cuatro bucles de péptidos y una hélice a anexa. En algunos aspectos de la presente descripcion, se
realizan desviaciones conformacionales para conseguir union especifica en la o las regiones de bucles
hipervariables. Véase, por ejemplo, Skerra, FEBS J. 275:2677-83, 2008.

Composiciones terapéuticas, formulaciones farmacéuticas, administracion y kits
Las realizaciones de la presente descripcion incluyen composiciones terapéuticas o farmacéuticas para tratar
enfermedad(es) inflamatoria(s), distrofias musculares, rabdomidlisis, caquexia y otras enfermedades descritas en la

presente memoria, que comprenden al menos un polipéptido de HRS, donde el polipéptido de HRS posee una o mas
actividades no canodnicas.
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Se incluyen también composiciones terapéuticas o farmacéuticas para tratar enfermedad o enfermedades
autoinmunitarias, que comprenden al menos un polipéptido de HRS, donde el polipéptido de HRS posee una o mas
actividades no canonicas.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a composiciones terapéuticas o farmacéuticas para
tratar enfermedades autoinmunitarias, enfermedad(es) inflamatoria(s), distrofias musculares, rabdomidlisis, caquexia
y otras enfermedades descritas en la presente memoria, que comprenden al menos un polipéptido de HRS, donde el
polipéptido de HRS comprende al menos un epitopo que experimenta una reaccion cruzada especificamente con un
autoanticuerpo o linfocito T autorreactivo de una enfermedad asociada con autoanticuerpos para histidil-tRNA
sintetasa, y/o posee una o mas actividades no canonicas. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
polipéptido de HRS comprende al menos un epitopo Th de la histidil-tRNA sintetasa.

Algunas realizaciones de la presente descripcién incluyen composiciones terapéuticas o farmacéuticas para tratar
enfermedades autoinmunitarias, enfermedad(es) inflamatoria(s), distrofias musculares, rabdomidlisis, caquexia y
otras enfermedades descritas en la presente memoria, que comprenden un acido nucleico recombinante que codifica
un polipéptido de HRS de mamifero, donde el polipéptido de HRS comprende al menos un epitopo de la histidil-
tRNA sintetasa y/o posee una 0 mas actividades no candnicas, y donde el &cido nucleico estd acoplado
operativamente con secuencias de control de expresién para facilitar la expresion de la HRS en una célula.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen composiciones terapéuticas o farmacéuticas para tratar
enfermedades asociadas con autoanticuerpos especificas para histidil-tRNA sintetasa, que comprenden una célula
hospedadora recombinante, donde la célula hospedadora expresa al menos un polipéptido de HRS heterdlogo que
comprende al menos un epitopo de la histidil-tRNA sintetasa, y donde el acido nucleico esta acoplado
operativamente con secuencias de control de expresion para facilitar la expresién de la HRS en una célula. Se
incluyen también composiciones terapéuticas o farmacéuticas para tratar enfermedades asociadas con una
insuficiencia de histidil-tRNA sintetasa, que comprenden al menos un polipéptido de HRS, donde el polipéptido de
HRS es capaz de sustituir al menos una funcién candénica o no canénica de la histidil-tRNA sintetasa.

Algunas realizaciones de la presente descripcién incluyen composiciones terapéuticas o farmacéuticas para tratar
enfermedades asociadas con un autoanticuerpo especifico para histidil-tRNA sintetasa, que comprenden al menos
un polipéptido de HRS, donde el polipéptido de HRS no compite significativamente por autoanticuerpos asociados a
la enfermedad que se unen a histidil-tRNA sintetasa en un ensayo ELISA competitivo hasta una concentracion de
aproximadamente 1 x 10" M.

Algunas realizaciones de la presente descripcion incluyen composiciones terapéuticas o farmacéuticas que mejoran,
optimizan o prolongan la estabilidad, homogeneidad, monodispersién o actividad de los polipéptidos de HRS.

También se incluyen en la presente invencién composiciones terapéuticas o farmacéuticas médicamente Utiles que
comprenden un polipéptido de al menos aproximadamente 400 aminoacidos de un polipéptido de HRS; donde el
polipéptido:

a) es de al menos aproximadamente el 95% de pureza;

b) tiene menos de aproximadamente el 5% de agregacion; y

c) esta libre sustancialmente de endotoxinas.

En otra realizacion de la presente descripcién las composiciones terapéuticas o farmacéuticas médicamente Utiles
comprenden un polipéptido de HRS de entre aproximadamente 40 y 80 aminoacidos; donde el polipéptido:

a) es de al menos aproximadamente el 95% de pureza;
b) tiene menos de aproximadamente el 5% de agregacion; y
c) esta libre sustancialmente de endotoxinas.

Se incluyen también nuevos usos médicos de los polipéptidos de HRS en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria.

En cualquiera de estas composiciones y usos terapéuticos, las composiciones pueden formularse en soluciones
farmacéuticamente aceptables, fisioldgicamente aceptables y/o de calidad farmacéutica para la administraciéon a una
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célula, un sujeto o un animal, en solitario 0 en combinacion con una o mas de otras modalidades de terapia. Se
entendera también que, si se desea, las composiciones de la presente descripciéon pueden administrarse también en
combinacién con otros agentes, como, por ejemplo, otras proteinas o polipéptidos o agentes farmacéuticamente
activos. En este contexto "administrado en combinaciéon” incluye (1) parte de la misma forma de dosificacion unitaria;
y (2) la administraciéon por separado, pero como parte del mismo programa o régimen de tratamiento terapéutico,
normalmente, pero no necesariamente, en el mismo dia.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, las composiciones comprenden una mezcla de 2 o mas
polipéptidos de HRS. En algunos aspectos de la presente descripcion las composiciones pueden comprender de
aproximadamente 2 a aproximadamente 50, o aproximadamente 2 a aproximadamente 25, o aproximadamente 2 a
aproximadamente 15,01, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o mas polipéptidos de HRS descritos en la
presente memoria.

Las composiciones terapéuticas o farmacéuticas que comprenden una dosis terapéutica de un polipéptido de HRS
incluyen uno cualquiera o mas homologos, ortélogos, variantes, fragmentos, polipéptidos modificados y/o isoformas
de origen natural de histidil-tRNA sintetasa descritos en la presente memoria (por ejemplo, cualquiera de las SEQ ID
NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71, 74-153, 160-172 6 176-182, o cualquiera de los polipéptidos de HRS o acidos nucleicos
recogidos en las Tablas D1-D9 o deducibles a partir de ellas).

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS no compite significativamente por
autoanticuerpos asociados a la enfermedad que se unen a histidil-tRNA sintetasa de tipo no mutado en un ensayo
ELISA competitivo hasta una concentracién de aproximadamente 1 x 107 M. Por consiguiente en algunas
realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una menor afinidad al autoanticuerpo asociado
a la enfermedad que la histidil-tRNA sintetasa de tipo no mutado (SEQ ID NO: 1) tal como se mide en un ensayo
ELISA competitivo. En algunas realizaciones de la presente descripcién, el polipéptido de HRS tiene una afinidad
aparente por el autoanticuerpo asociado a la enfermedad que es al menos aproximadamente 10 veces menor, o al
menos aproximadamente 20 veces menor, o al menos aproximadamente 50 veces menor, o al menos
aproximadamente 100 veces menor que la afinidad del autoanticuerpo asociado a la enfermedad para la forma
humana de tipo no mutado (SEQ ID NO: 1).

Para produccién farmacéutica, las composiciones de polipéptidos de HRS estaran normalmente sustancialmente
libres de endotoxinas. Las endotoxinas son toxinas asociadas con ciertas bacterias, normalmente bacterias
gramnegativas, aunque las endotoxinas pueden encontrarse en bacterias grampositivas, tales como Listeria
monocytogenes. Las endotoxinas mas prevalentes son lipopolisacaridos (LPS) o lipo-oligosacaridos (LOS) presentes
en la membrana exterior de diversas bacterias gramnegativas, y que representan una caracteristica patégena central
en la capacidad de estas bacterias de causar enfermedades. Pequefas cantidades de endotoxinas en los seres
humanos pueden producir fiebre, un descenso de la presién arterial y una activacién de la inflamacion y la
coagulacion, entre otros efectos fisioldégicos adversos.

Las endotoxinas pueden detectarse usando técnicas rutinarias conocidas en la técnica. Por ejemplo, el ensayo de
lisado del amebocito Limulus, que usa sangre del cangrejo herradura, es un ensayo muy sensible para detectar la
presencia de endotoxina. En esta prueba, niveles muy bajos de LPS pueden provocar una coagulacion detectable
del lisado de Limulus debido a una potente cascada enzimatica que amplifica esta reaccion. Las endotoxinas
también pueden cuantificarse mediante ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA).

Para estar sustancialmente libres de endotoxinas, los niveles de endotoxinas pueden ser de aproximadamente o
inferiores a 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, 2,5, 3,
4,5,6,7,8,906 10 UE/mg de proteina. Normalmente, 1 ng lipopolisacarido (LPS) corresponde a aproximadamente
1-10 UE.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, una composiciéon tiene un contenido de endotoxinas de
aproximadamente o inferior a aproximadamente 10 UE/mg de polipéptido de HRS, aproximadamente o inferior a
aproximadamente 9 UE/mg de polipéptido de HRS, aproximadamente o inferior a aproximadamente 8 UE/mg de
polipéptido de HRS, aproximadamente o inferior a aproximadamente 7 UE/mg de polipéptido de HRS,
aproximadamente o inferior a aproximadamente 6 UE/mg de polipéptido de HRS, aproximadamente o inferior a
aproximadamente 5 UE/mg de polipéptido de HRS, aproximadamente o inferior a aproximadamente 4 UE/mg de
polipéptido de HRS, aproximadamente o inferior a aproximadamente 3 UE/mg de polipéptido de HRS,
aproximadamente o inferior a aproximadamente 2 UE/mg de polipéptido de HRS, aproximadamente o inferior a
aproximadamente 1 UE/mg de polipéptido de HRS, aproximadamente o inferior a aproximadamente 1 UE/mg de
polipéptido de HRS, aproximadamente o inferior a aproximadamente 0,1 UE/mg de polipéptido de HRS,
aproximadamente o inferior a aproximadamente 0,1 UE/mg de polipéptido de HRS, o aproximadamente o inferior a
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aproximadamente 0,01 UE/mg de polipéptido de HRS. En algunas realizaciones de la presente descripcion, tal como
se indica anteriormente, una composicién es al menos aproximadamente el 95%, 96%, 97%, o 98% libre de
endotoxinas, al menos aproximadamente el 99% libre de endotoxinas, al menos aproximadamente el 99,5% libre de
endotoxinas, o al menos aproximadamente el 99,99% libre de endotoxinas sobre una base de proteinas p/p.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, una composicién comprende uno o mas agentes de tampoén de
pH, es decir, tampones. Los tampones de ejemplo incluyen histidina (por ejemplo, L-histidina, D-histidina), tampones
de citrato (por ejemplo, citrato de sodio, acido citrico, mezclas de los mismos) y tampones de fosfato (por ejemplo,
fosfato de sodio, solucion salina con tampon de fosfato (PBS)).

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampén esta presente en una concentracion comprendida
desde aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 95
mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 85
mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 75
mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 70 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 65
mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 60 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 55
mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 50 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 45
mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 40 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 35
mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 30 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 25
mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 20 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 15
mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 10 mM, o aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 5
mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdn esta presente en una concentracién comprendida
desde aproximadamente 1 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 95 mM,
0 aproximadamente 1 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 85 mM,
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 75 mM,
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 70 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 65 mM,
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 60 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 55 mM,
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 45 mM,
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 40 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 35 mM,
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 30 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 25 mM,
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 15 mM,
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, o aproximadamente 1 mM a aproximadamente 5 mM.

1
1
1
1
1
1
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En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tamp6n esta presente en una concentracion comprendida
desde aproximadamente 2 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 95 mM,

0 aproximadamente 2 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 85 mM, o
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 75 mM, o
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 70 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 65 mM, o
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 60 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 55 mM, o
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 45 mM, o
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 40 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 35 mM, o
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 30 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 25 mM, o
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 20 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 15 mM, o

aproximadamente 2 mM a aproximadamente 10 mM, o aproximadamente 2 mM a aproximadamente 5 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdn esta presente en una concentracién comprendida
desde aproximadamente 5 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 95 mM,
0 aproximadamente 5 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 85 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 75 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 70 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 65 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 60 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 55 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 50 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 45 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 40 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 35 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 30 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 25 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 20 mM, o aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 10 mM.

O O0Oo0O0OO0OO0OO0OOo

a
a
a
a
a
a

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampén esta presente en una concentracion comprendida
desde aproximadamente 10 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente 95
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mM, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente 90 mM,
mM, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente 80 mM,
mM, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente 70 mM,
mM, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente 60 mM,
mM, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente 50 mM,
mM, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente 40 mM,
mM, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente 30 mM,
mM, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente 20 mM,
mM.

aproximadamente 10 mM a aproximadamente 85
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 75
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 65
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 55
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 45
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 35
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 25
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 15

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampon esta presente en una concentracion comprendida

desde aproximadamente 15 mM a aproximadamente 100 mM, o

mM, o aproximadamente 15 mM a aproximadamente 90 mM,
mM, o aproximadamente 15 mM a aproximadamente 80 mM,
mM, o aproximadamente 15 mM a aproximadamente 70 mM,
mM, o aproximadamente 15 mM a aproximadamente 60 mM,
mM, o aproximadamente 15 mM a aproximadamente 50 mM,
mM, o aproximadamente 15 mM a aproximadamente 40 mM,

mM, o aproximadamente 15 mM a aproximadamente 30 mM,
mM, o aproximadamente 15 mM a aproximadamente 20 mM.

(o]

(o]
(o]
(o]
o]
o]
o]

aproximadamente 15 mM a aproximadamente 95
aproximadamente 15 mM a aproximadamente 85
aproximadamente 15 mM a aproximadamente 75
aproximadamente 15 mM a aproximadamente 65
aproximadamente 15 mM a aproximadamente 55
aproximadamente 15 mM a aproximadamente 45
aproximadamente 15 mM a aproximadamente 35
aproximadamente 15 mM a aproximadamente 25

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdn esta presente en una concentracién comprendida

desde aproximadamente 20 mM a aproximadamente 100 mM, o

mM, o aproximadamente 20 mM a aproximadamente 90 mM,

mM, o aproximadamente 20 mM a aproximadamente 80 mM,
mM, o aproximadamente 20 mM a aproximadamente 70 mM,
mM, o aproximadamente 20 mM a aproximadamente 60 mM,
mM, o aproximadamente 20 mM a aproximadamente 50 mM,
mM, o aproximadamente 20 mM a aproximadamente 40 mM,
mM, o aproximadamente 20 mM a aproximadamente 30 mM,

mM.

(o]

[0}
[0}
[0}
[0}
0]
0]

aproximadamente 20 mM a aproximadamente 95
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 85
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 75
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 65
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 55
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 45
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 35
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 25

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampén esta presente en una concentracién comprendida

desde aproximadamente 25 mM a aproximadamente 100 mM, o

mM, o aproximadamente 25 mM a aproximadamente 90 mM,
mM, o aproximadamente 25 mM a aproximadamente 80 mM,
mM, o aproximadamente 25 mM a aproximadamente 70 mM,
mM, o aproximadamente 25 mM a aproximadamente 60 mM,
mM, o aproximadamente 25 mM a aproximadamente 50 mM,
mM, o aproximadamente 25 mM a aproximadamente 40 mM,
mM, o aproximadamente 25 mM a aproximadamente 30 mM.

o

o]
o
o
o
o

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampon

desde aproximadamente 30 mM a aproximadamente 100 mM, o

mM, o aproximadamente 30 mM a aproximadamente 90 mM,
mM, o aproximadamente 30 mM a aproximadamente 80 mM,
mM, o aproximadamente 30 mM a aproximadamente 70 mM,
mM, o aproximadamente 30 mM a aproximadamente 60 mM,
mM, o aproximadamente 30 mM a aproximadamente 50 mM,
mM, o aproximadamente 30 mM a aproximadamente 40 mM,
mM.

(o]
(o]

0]
0]
0]
0]

aproximadamente 25 mM a aproximadamente 95
aproximadamente 25 mM a aproximadamente 85
aproximadamente 25 mM a aproximadamente 75
aproximadamente 25 mM a aproximadamente 65
aproximadamente 25 mM a aproximadamente 55
aproximadamente 25 mM a aproximadamente 45
aproximadamente 25 mM a aproximadamente 35

esta presente en una concentraciéon comprendida
aproximadamente 30 mM a aproximadamente 95
aproximadamente 30 mM a aproximadamente 85
aproximadamente 30 mM a aproximadamente 75
aproximadamente 30 mM a aproximadamente 65
aproximadamente 30 mM a aproximadamente 55
aproximadamente 30 mM a aproximadamente 45
aproximadamente 30 mM a aproximadamente 35

En algunas realizaciones de la presente descripcién, el tampon esta presente en una concentracion comprendida

desde aproximadamente 35 mM a aproximadamente 100 mM, o

mM, o aproximadamente 35 mM a aproximadamente 90 mM,
mM, o aproximadamente 35 mM a aproximadamente 80 mM,
mM, o aproximadamente 35 mM a aproximadamente 70 mM,
mM, o aproximadamente 35 mM a aproximadamente 60 mM,
mM, o aproximadamente 35 mM a aproximadamente 50 mM,
mM, o aproximadamente 35 mM a aproximadamente 40 mM.
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aproximadamente 35 mM a aproximadamente 95
aproximadamente 35 mM a aproximadamente 85
aproximadamente 35 mM a aproximadamente 75
aproximadamente 35 mM a aproximadamente 65
aproximadamente 35 mM a aproximadamente 55
aproximadamente 35 mM a aproximadamente 45
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En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampon esta presente en una concentracion comprendida
desde aproximadamente 40 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 95
mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 85
mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 75
mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 70 mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 65
mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 60 mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 55
mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 50 mM, o aproximadamente 40 mM a aproximadamente 45
mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampon esta presente en una concentracion comprendida
desde aproximadamente 45 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 95
mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 85
mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 75
mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 70 mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 65
mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 60 mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 55
mM, o aproximadamente 45 mM a aproximadamente 50 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampon esta presente en una concentracion comprendida
desde aproximadamente 50 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 95
mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 85
mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 75
mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 70 mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 65
mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 60 mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 55
mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampon esta presente en una concentracion comprendida
desde aproximadamente 55 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 55 mM a aproximadamente 95
mM, o aproximadamente 55 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 55 mM a aproximadamente 85
mM, o aproximadamente 55 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 55 mM a aproximadamente 75
mM, o aproximadamente 55 mM a aproximadamente 70 mM, o aproximadamente 55 mM a aproximadamente 65
mM, o aproximadamente 55 mM a aproximadamente 60 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampon esta presente en una concentracion comprendida
desde aproximadamente 60 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 60 mM a aproximadamente 95
mM, o aproximadamente 60 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 60 mM a aproximadamente 85
mM, o aproximadamente 60 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 60 mM a aproximadamente 75
mM, o aproximadamente 60 mM a aproximadamente 70 mM, o aproximadamente 60 mM a aproximadamente 65
mM. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdn esta presente en una concentracion
comprendida desde aproximadamente 65 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 65 mM a
aproximadamente 95 mM, o aproximadamente 65 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 65 mM a
aproximadamente 85 mM, o aproximadamente 65 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 65 mM a
aproximadamente 75 mM, o aproximadamente 65 mM a aproximadamente 70 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdn esta presente en una concentracién comprendida
desde aproximadamente 70 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 70 mM a aproximadamente 95
mM, o aproximadamente 70 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 70 mM a aproximadamente 85
mM, o aproximadamente 70 mM a aproximadamente 80 mM, o aproximadamente 70 mM a aproximadamente 75
mM. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdn estd presente en una concentracion
comprendida desde aproximadamente 75 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 75 mM a
aproximadamente 95 mM, o aproximadamente 75 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 75 mM a
aproximadamente 85 mM, o aproximadamente 75 mM a aproximadamente 80 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdn esta presente en una concentracién comprendida
desde aproximadamente 80 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 80 mM a aproximadamente 95
mM, o aproximadamente 80 mM a aproximadamente 90 mM, o aproximadamente 80 mM a aproximadamente 85
mM. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampdn estd presente en una concentracion
comprendida desde aproximadamente 85 mM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 85 mM a
aproximadamente 95 mM, o aproximadamente 85 mM a aproximadamente 90 mM. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, el tampon esta presente en una concentracion comprendida desde aproximadamente 90 mM a
aproximadamente 100 mM, o aproximadamente 90 mM a aproximadamente 95 mM, o aproximadamente 95 mM a
aproximadamente 100 mM.
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En algunas realizaciones de la presente descripcion, el tampon esta presente en una concentracion comprendida
desde aproximadamente 40-60, 41-60, 42-60, 43-60, 44-60, 45-60, 46-60, 47-60, 48-60, 49-60, 50-60, 51-60, 52-60,
53-60, 54-60, 55-60, 56-60, 57-60, 58-60, 59-60 mM, o aproximadamente 40-59, 41-59, 42-59, 43-59, 44-59, 45-59,
46-59, 47-59, 48-59, 49-59, 50-59, 51-59, 52-59, 53-59, 54-59, 55-59, 56-59, 57-59, 58-59 mM, o aproximadamente
40-58, 41-58, 42-58, 43-58, 44-58, 45-58, 46-58, 47-58, 48-58, 49-58, 50-58, 51-58, 52-58, 53-58, 54-58, 55-58, 56-
58, 57-568 mM, o aproximadamente 40-57, 41-57, 42-57, 43-57, 44-57, 45-57, 46-57, 47-57, 48-57, 49-57, 50-57, 51-
57, 52-57, 53-57, 54-57, 55-57, 56-57 mM, o aproximadamente 40-56, 41-56, 42-56, 43-56, 44-56, 45-56, 46-56, 47-
56, 48-56, 49-56, 50-56, 51-56, 52-56, 53-56, 54-56, 55-56 mM, o aproximadamente 40-55, 41-55, 42-55, 43-55, 44-
55, 45-55, 46-55, 47-55, 48-55, 49-55, 50-55, 51-55, 52-55, 53-55, 54-55 mM, o aproximadamente 40-54, 41-54, 42-
54, 43-54, 44-54, 45-54, 46-54, 47-54, 48-54, 49-54, 50-54, 51-54, 52-54, 53-54 mM, o aproximadamente 40-53, 41-
53, 42-53, 43-53, 44-53, 45-53, 46-53, 47-53, 48-53, 49-53, 50-53, 51-53, 52-53 mM, o aproximadamente 40-52, 41-
52, 42-52, 43-52, 44-52, 45-52, 46-52, 47-52, 48-52, 49-52, 50-52, 51-52 mM, o aproximadamente 40-51, 41-51, 42-
51, 43-51, 44-51, 45-51, 46-51, 47-51, 48-51, 49-51, 50-51 mM, o aproximadamente 40-50, 41-50, 42-50, 43-50, 44-
50, 45-50, 46-50, 47-50, 48-50, 49-50 mM, o aproximadamente 40-49, 41-49, 42-49, 43-49, 44-49, 45-49, 46-49, 47-
49, 48-49 mM, o aproximadamente 40-48, 41-48, 42-48, 43-48, 44-48, 45-48, 46-48, 47-48 mM, o aproximadamente
40-47, 41-47, 42-47, 43-47, 44-47, 45-47, 46-47 mM, o aproximadamente 40-46, 41-46, 42-46, 43-46, 44-46, 45-46
mM, o aproximadamente 40-45, 41-45, 42-45, 43-45, 44-45 mM, o aproximadamente 40-44, 41-44, 42-44, 43-44
mM, o aproximadamente 40-43, 41-43, 42-43 mM, o aproximadamente 40-42, 41-42 mM, o aproximadamente 40-42
mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion comprende un tampon a una concentracion de
aproximadamente 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 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, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71,72,73,74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 6 100
mM, lo que incluye todos los intervalos intermedios.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la presencia del tampon altera (por ejemplo, mejora, aumenta,
disminuye, reduce) una o mas propiedades bioquimicas, fisicas y/o farmacocinéticas del polipéptido de HRS con
respecto a una composicion sin el tampoén o con un tampon diferente.

Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del tampon
tiene el aumento de actividad bioldgica que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion por lo
demas idéntica o comparable sin el tampdén o con un tampdn diferente. Las actividades de ejemplo incluyen
cualquiera de las actividades no candnicas descritas en la presente memoria, tales como actividades
antiinflamatorias y otras actividades biolégicas, lo que incluye unién de anticuerpos (por ejemplo, unién a anticuerpos
anti-Jo-1). En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en el tampén tiene una
actividad biol6gica al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mayor o al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% mayor que un polipéptido de HRS
correspondiente en una composicién por lo demés idéntica o comparable sin el tampon o con un tampoén diferente.
En aspectos especificos de la presente descripcion, el tampon es un tampén de histidina.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del tampon tiene mayor
"estabilidad" (por ejemplo, tal como se mide por vida media), que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mayor
0 al menos aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o
500% mayor que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicién por lo demds idéntica o comparable
sin el tampdn o con un tampdn diferente. En aspectos especificos de la presente descripcion, el tampon es un
tampon de histidina.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la "estabilidad" del polipéptido de HRS incluye su "estabilidad
funcional”, o la velocidad a la que al menos una actividad biolégica del polipéptido de HRS se reduce en un conjunto
dado de condiciones con el tiempo. Las actividades biologicas de ejemplo incluyen una cualquiera o0 mas de entre
las actividades canonicas 0 no canénicas descritas en la presente memoria, lo que incluye, por ejemplo, la retencién
de al menos un epitopo que experimenta una reaccién cruzada especificamente con un anticuerpo anti-Jo-1. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, la actividad bioloégica del polipéptido de HRS en presencia del
tampon se reduce en una velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mas lenta o al menos
aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% mas
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lenta que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion por lo demas idéntica o comparable sin el
tampon o con un tampon diferente. En aspectos especificos de la presente descripcion, el tamp6n es un tampén de
histidina.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la "estabilidad" del polipéptido de HRS incluye su "estabilidad
cinética" o "estabilidad térmica”, que incluye su velocidad de desplegado, agregacién, o precipitacién en un conjunto
dado de condiciones con el tiempo. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en
presencia del tampon se despliega, se agrega o precipita a una velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200
veces mas lenta o al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%,
200%, 300%, 400% o 500% mas lenta que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicién por lo demas
idéntica o comparable sin el tampon o con un tampon diferente.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del tampdn se despliega,
se agrega o precipita a una velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mas lenta 0 al menos
aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500%
mas lenta que un polipéptido de HRS correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a
aproximadamente temperatura ambiente (por ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, o aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias,
o aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en una composicion por lo demas idéntica o comparable
sin el tampdn o con un tampoén diferente.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del tampén tiene una
temperatura de fusion (Tf) que es al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 100% mayor que la temperatura de fusion de un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion por
lo demas idéntica o comparable sin el tampén o con un tampoén diferente. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del tampoén tiene una temperatura de fusién (T¢) que es al menos
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 6 50°C mayor que un polipéptido de HRS
correspondiente en una composicion por lo demas idéntica o comparable sin el tampdn o con un tampén diferente.
En aspectos especificos de la presente descripcion, el tampon es un tampoén de histidina.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una homogeneidad o
monodispersion mejorada o aumentada (por ejemplo, proporcion de monémeros/oligbmeros, proporcién de
dimeros/oligbmeros, proporcion de mondmeros/dimeros, proporcion de dimeros/mondémeros, proporcion de
formacion de enlaces de disulfuro entre cadenas en condiciones reducidas, distribucién de pesos moleculares
aparentes, que incluye picos reducidos de peso molecular alto y/o peso molecular bajo detectado por analisis SDS-
PAGE o HPLC) en presencia del tampdn que un polipéptido de HRS correspondiente en una compaosicién por lo
demas idéntica o comparable sin el tampdn o con un tampoén diferente. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, la homogeneidad o monodispersion del polipéptido de HRS en el tampdn esta aumentada en al menos
aproximadamente al menos 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces o al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% que un polipéptido de HRS correspondiente en una
composicion por lo demas idéntica o comparable sin el tampon o con un tampon diferente. En aspectos especificos
de la presente descripcion, el tampon es un tampoén de histidina a un pH en el intervalo de aproximadamente pH 7,0
a aproximadamente pH 7,5, o un tampdn de citrato a un pH en el intervalo de aproximadamente pH 7,5 a
aproximadamente pH 6,5.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, la composicién de polipéptido de HRS en presencia de la
histidina o el tampon de citrato tiene picos reducidos de peso molecular alto por andlisis SE-HPLC que es al menos
aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces menor o al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% menor que un polipéptido de HRS
correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura ambiente (por
ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, 0
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias, o aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en
una composicién por lo demas idéntica o comparable sin el tampoén o con un tampon diferente. En algunos aspectos
de la presente descripcion, la composicién de HRS tiene un contenido maximo de peso molecular alto por analisis
SE-HPLC que es inferior a aproximadamente el 2% del pico principal después de 2 dias de almacenamiento a 37°C.
En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion de HRS tiene un contenido maximo de peso
molecular alto que es inferior a aproximadamente el 1% del pico principal después de 2 dias de almacenamiento a
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37°C.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion de polipéptido de HRS en presencia de la
histidina o el tampon de citrato tiene pico o picos reducidos de peso molecular bajo por andlisis SE-HPLC que es al
menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces menor o al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% menor que un polipéptido de HRS
correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura ambiente (por
ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, 0
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias, o0 aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en
una composicion por lo demas idéntica o comparable sin el tampon o con un tampon diferente.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion de polipéptido de HRS en presencia de la
histidina o el tamp6n de citrato tiene una turbiedad reducida (A340) que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8,9 6 10 veces menor o0 al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% menor que un polipéptido de HRS correspondiente cuando se incuba a
aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura ambiente (por ejemplo, ~20-25°C), 0 a aproximadamente
37°C durante aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, o aproximadamente o al menos
aproximadamente 3 dias, o aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en una composicion por lo
demas idéntica o comparable sin el tampdn o con un tampoén diferente. En algunos aspectos de la presente
descripcion, la composicion de HRS comprende un tamp6n de histidina de aproximadamente pH 7,0 a 7,5 y tiene
una turbiedad (A340) que es inferior a aproximadamente 0,5 después de 2 dias de almacenamiento a 37°C. En
aspectos especificos de la presente descripcion, la composicion de HRS tiene una turbiedad (A340) que es inferior a
aproximadamente 0,05 después de 2 dias de almacenamiento a 37°C. En algunos aspectos de la presente
descripcion, la composicién de HRS comprende un tampén de citrato de aproximadamente pH 7,0 a 7,5 y tiene una
turbiedad (A340) que es inferior a aproximadamente 0,5 después de 2 dias de almacenamiento a 37°C. En aspectos
especificos de la presente descripcion, la composicion de HRS tiene una turbiedad (A340) que es inferior a
aproximadamente 0,05 después de 2 dias de almacenamiento a 37°C.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el pH de la composicion (por ejemplo, en presencia del agente
de tampo6n o tampodn) es aproximadamente 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,5,
7.6, 7,7, 7,8, 7,9, o aproximadamente 8,0. En algunas realizaciones de la presente descripciéon, el pH de la
composicion esta en el intervalo de aproximadamente 6,0-6,1, 6,0-6,2, 6,0-6,3, 6,0-6,4, 6,0-6,5, 6,0-6,6, 6,0-6,7, 6,0-
6,8, 6,0-6,9, 6,0-7,0, 6,0-7,1, 6,0-7,2, 6,0-7,3, 6,0-7,4, 6,0-7,5, 6,0-7,6, 6,0-7,7, 6,0-7,8, 6,0-7,9, 6,0-8,0, 0 de
aproximadamente 6,5-6,6, 6,5-6,7, 6,5-6,8, 6,5-6,9, 6,5-7,0, 6,5-7,1, 6,5-7,2, 6,5-7,3, 6,5-7,4, 6,5-7,5, 6,5-7,6, 6,5-
7,7, 6,5-7,8, 6,5-7,9, 6,5-8,0, o de aproximadamente 7,0-7,1, 7,0-7,2, 7,0-7,3, 7,0-7,4, 7,0-7,5, 7,0-7,6, 7,0-7,7, 7,0-
7.8, 7,0-7,9, 7,0-8,0, o de aproximadamente 7,2-7,3, 7,2-7,4, 7,2-7,5, 7,2-7,6, 7,2-7,7, 7,2-7,8, 7,2-7,9, 7,2-8,0, o de
aproximadamente 7,4-7,5, 7,4-7,6, 7,4-7,7, 7,4-7,8, 7,4-7,9, 7,4-8,0, o de aproximadamente 7,5-7,6, 7,5-7,7, 7,5-7,8,
7,5-7,9, 7,5-8,0, o de aproximadamente 7,6-7,7, 7,6-7,8, 7,6-7,9, 0 7,6-8,0.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el pH de la composicién o tamp6n altera (por ejemplo, mejora,
aumenta, disminuye, reduce) una o mas propiedades bioquimicas, fisicas y/o farmacocinéticas del polipéptido de
HRS con respecto a una composicién que tienen un pH fuera de los intervalos anteriores. En realizaciones
especificas de la presente descripcion, el tampon es histidina y el pH de la composicién esta en el intervalo de
aproximadamente 7,0-7,5. En otras realizaciones de la presente descripcion, el tamp6n es un tamp6n de citrato y el
pH de la composicién esta en el intervalo de aproximadamente 6,5-7,5. En otras realizaciones de la presente
descripcion, el tampén es un tampén de fosfato de sodio y el pH de la composicién esta en el intervalo de
aproximadamente 7,0-7,5.

Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en una composicién que
comprende (a) un tampén de histidina y un pH de aproximadamente 7,0-7,5, (b) un tampdn de citrato y un pH de
aproximadamente 6,5-7,5, o (c) un tampon de fosfato y un pH de aproximadamente 7,0-7,5 tiene el aumento de
actividad bioldgica con respecto a una composicion comparable que tiene un pH fuera de dichos intervalos en (a),
(b), o (c) anterior. Las actividades de ejemplo incluyen cualquiera de las actividades no candnicas descritas en la
presente memoria, tales como actividades antiinflamatorias y otras actividades biolégicas, lo que incluye unién de
anticuerpos (por ejemplo, uniéon a anticuerpos anti-Jo-1). En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
polipéptido de HRS tiene al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mayor o al menos aproximadamente el 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% mayor actividad biolégica que un
polipéptido de HRS correspondiente en una composicion comparable que tiene un pH fuera de dichos intervalos en
(a), (b), o (c) anterior.
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En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en una composiciéon que comprende (a)
un tampon de histidina y un pH de aproximadamente 7,0-7,5, (b) un tampdn de citrato y un pH de aproximadamente
6,5-7,5, o (c) un tampén de fosfato y un pH de aproximadamente 7,0-7,5 tiene mayor "estabilidad" (por ejemplo, tal
como se mide por vida media), que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mayor o al menos
aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% mayor
que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion comparable que tiene un pH fuera de dichos
intervalos en (a), (b), o (c) anterior.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la "estabilidad" del polipéptido de HRS incluye su "estabilidad
funcional”, o la velocidad a la que al menos una actividad biologica del polipéptido de HRS se reduce en un conjunto
dado de condiciones con el tiempo. Las actividades biolégicas de ejemplo incluyen una cualquiera o mas de entre
las actividades canonicas 0 no candnicas descritas en la presente memoria, lo que incluye, por ejemplo, la retencion
de al menos un epitopo que experimenta una reaccion cruzada especificamente con un anticuerpo anti-Jo-1. En
algunas realizaciones de la presente descripcién, la actividad biolégica del polipéptido de HRS se reduce en una
velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mas lenta o al menos aproximadamente el 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% mas lenta que un polipéptido de HRS
correspondiente en una composicién comparable que tiene un pH fuera de dichos intervalos en (a), (b), o (c)
anterior.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la "estabilidad" del polipéptido de HRS incluye su "estabilidad
cinética" o "estabilidad térmica”, que incluye su velocidad de desplegado en un conjunto dado de condiciones con el
tiempo. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS se despliega a una velocidad que
es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mas lenta o al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% mas lenta que un polipéptido de HRS
correspondiente en una composicién comparable que tiene un pH fuera de dichos intervalos. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene una temperatura de fusion (Tf) que es al menos
aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% mayor que la temperatura de
fusion de un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion comparable que tiene un pH fuera de dichos
intervalos en (a), (b), o (c) anterior. En algunas realizaciones de la presente descripcién, el polipéptido de HRS tiene
una temperatura de fusion (T;) que es al menos 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 6 50°C mayor que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicién comparable que tiene un pH
fuera de dichos intervalos en (a), (b), o (c) anterior.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS tiene homogeneidad o monodispersion
mejoradas o0 aumentadas (por ejemplo, proporcién de mondémeros/oligdbmeros, proporcion de dimeros/oligémeros,
proporcion de monoémeros/dimeros, proporcién de dimeros/monémeros, proporcidon de formacién de enlaces de
disulfuro entre cadenas en condiciones reducidas, distribucion de pesos moleculares aparentes por ejemplo picos
reducidos de peso molecular alto o peso molecular bajo detectados por analisis SDS-PAGE o HPLC) que un
polipéptido de HRS correspondiente en una composicion comparable que tiene un pH fuera de dichos intervalos en
(a), (b), o (c) anterior. En algunas realizaciones de la presente descripcién, la homogeneidad o monodispersion del
polipéptido de HRS es incrementa en al menos aproximadamente al menos 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces o al menos
aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% que
un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion comparable que tiene un pH fuera de dichos intervalos
en (a), (b), o (c) anterior.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, la composicion de polipéptido de HRS dentro de los intervalos
de pH en (a), (b), o (c) anterior tiene pico o picos reducidos de peso molecular alto por analisis SE-HPLC que son al
menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces menores o al menos aproximadamente el 5%, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% menores que un polipéptido de
HRS correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura ambiente (por
ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, 0
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias, o aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias
que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicién comparable que tiene un pH fuera de dichos
intervalos en (a), (b), o (c) anterior.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion de polipéptido de HRS en los intervalos de pH
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(a), (b), o (c) anteriores tiene pico o picos reducidos de peso molecular bajo por analisis SE-HPLC que son al menos
aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces menores 0 al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% menores que un polipéptido de HRS
correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura ambiente (por
ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, 0
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias, o aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias
que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion comparable que tiene un pH fuera de dichos
intervalos en (a), (b), o (c) anterior.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicién de polipéptido de HRS en los intervalos de pH
(a), (b), o (c) anterior tiene una turbiedad reducida (A340) que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9
6 10 veces menor o al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%,
200%, 300%, 400% o 500% menor que un polipéptido de HRS correspondiente cuando se incuba a
aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura ambiente (por ejemplo, ~20-25°C), 0 a aproximadamente
37°C durante aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, o aproximadamente o al menos
aproximadamente 3 dias, o aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias que un polipéptido de HRS
correspondiente en una composicion comparable que tiene un pH fuera de dichos intervalos en (a), (b), o (c)
anterior.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, una composicién tiene una fuerza iénica definida, por ejemplo,
una concentracion definida de cloruro de sodio (NaCl) u otra sal. Por ejemplo, una composicién puede tener
aproximadamente 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250,
260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390 6 400 mM de NaCl u otra sal, que incluye todos
los nimeros enteros e intervalos intermedios. En algunas realizaciones de la presente descripcién, una compaosicién
tiene aproximadamente 50-300, 100-300, 150-300, 200-300, 250-300, 50-250, 100-250, 150-250, 200-250, 50-200,
100-200, 150-200, 50-150, 100-150, o 50-100 mM de NaCl u otra sal. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, la composicion tiene una alta concentracion de sales, por ejemplo, aproximadamente o =
aproximadamente 140 mM de NacCl, aproximadamente o = aproximadamente 280 mM de NacCl.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la presencia de NaCl en uno cualquiera o méas de entre estas
concentraciones o intervalos altera (por ejemplo, mejora, aumenta, disminuye, reduce) una o mas propiedades
bioquimicas, fisicas y/o farmacocinéticas del polipéptido de HRS con respecto a una composicién sin el NaCl, o con
respecto a una composicién con una concentracion de NaCl que se sitia fuera de las cantidades o intervalos
anteriores. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia de la
concentracion definida de NaCl se despliega, se agrega o precipita a una velocidad que es al menos
aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
120, 140, 160, 180 6 200 veces mas lenta o al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% mas lenta que un polipéptido de HRS correspondiente en una
composicion por lo demas idéntica o comparable sin la concentracion definida de NaCl.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del NaCl se despliega, se
agrega o precipita a una velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mas lenta o al menos
aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500%
mas lenta que un polipéptido de HRS correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a
aproximadamente temperatura ambiente (por ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, o aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias,
0 aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en una composicion por lo demas idéntica o comparable
sin el NaCl o con una concentraciéon de NaCl que se sitla fuera de las cantidades o intervalos anteriores.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia de la concentracion
definida de NaCl tiene una temperatura de fusion (Tf) que es al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% mayor que la temperatura de fusién de un polipéptido de HRS
correspondiente en una composicion por lo demas idéntica o comparable sin la concentracién definida de NaCl. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia de la concentracién definida de
NaCl tiene una temperatura de fusion (Tr) que es al menos 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 6 50°C mayor que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion por lo demas
idéntica o comparable sin la concentracion definida de NaCl o con una concentracion de NaCl que se sitla fuera de
las cantidades o intervalos anteriores. En algunas realizaciones de la presente descripcién, la composicion también
comprende un tampon, tal como se describe anteriormente. En realizaciones especificas de la presente descripcion,
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el tampdn es un tampén de histidina. En otras realizaciones de la presente descripcion, el tampén es un tampon de
citrato.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, la composicion de polipéptido de HRS tiene una concentracion
de NaCl comprendidas entre aproximadamente 140 mM a aproximadamente 240 mM y tiene pico o picos reducidos
de peso molecular alto por analisis SE-HPLC que son al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9 6 10
veces menores 0 al menos aproximadamente el 5% 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%,
200%, 300%, 400% o 500% menores que un polipéptido de HRS correspondiente cuando se incuba a
aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura ambiente (por ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente
37°C durante aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, o aproximadamente o al menos
aproximadamente 3 dias, o aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en una composicion por lo
demas idéntica o comparable sin el NaCl. En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicién de HRS
comprende aproximadamente 140 mM a aproximadamente 280 mM de NaCl, un tampon de histidina que tiene un
pH de aproximadamente 7,0-7,5, y tiene un contenido maximo de peso molecular alto por andlisis SE-HPLC que es
inferior a aproximadamente el 2% del pico principal después de 2 dias de almacenamiento a 37°C. En aspectos
especificos de la presente descripcion, la composicidon de HRS tiene un contenido maximo de peso molecular alto
que es inferior a aproximadamente el 1% del pico principal después de 2 dias de almacenamiento a 37°C.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, la composicion de polipéptido de HRS tiene una concentracion
de NaCl comprendidas entre aproximadamente 140 mM a aproximadamente 240 mM y tiene pico o picos reducidos
de peso molecular bajo por analisis SE-HPLC que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces
menor o al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%,
400% o 500% menor que un polipéptido de HRS correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a
aproximadamente temperatura ambiente (por ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, o aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias,
0 aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en una composicién por lo demas idéntica o comparable
sin el NaCl o con una concentracién de NaCl que se sitla fuera de aproximadamente 140 mM a aproximadamente
240 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, la composicion de polipéptido de HRS tiene una concentracion
de NaCl comprendidas entre aproximadamente 140 mM a aproximadamente 240 mM y tiene turbiedad reducida
(A340) que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces menor o al menos aproximadamente
el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% menor que un
polipéptido de HRS correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura
ambiente (por ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante aproximadamente o al menos
aproximadamente 3 horas, o aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias, o aproximadamente o al
menos aproximadamente 7 dias en una composicién por lo demas idéntica o comparable sin el NaCl o con una
concentracién de NaCl que se sitla fuera de aproximadamente 140 mM a aproximadamente 240 mM. En algunos
aspectos de la presente descripcion, la composicion de HRS comprende aproximadamente 140 mM a
aproximadamente NaCl 280 mM, un tampdn de histidina que tiene un pH de aproximadamente 7,0-7,5 y tiene una
turbiedad (A340) que es inferior a aproximadamente 0,5 después de 2 dias de almacenamiento a 37°C. En aspectos
especificos de la presente descripcion, la composicion de HRS tiene una turbiedad (A340) que es inferior a
aproximadamente 0,05 después de 2 dias de almacenamiento a 37°C.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion comprende uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables. Los excipientes de ejemplo incluyen, sin limitaciéon, sacarosa, manitol, trehalosa,
sorbitol, arginina, glicina y glicerol. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el excipiente esta presente a
aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,0,9,1,0,1,1,1,2,13,1,4,15,1,6,1,7,1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2,
23,24,25,26,2,7, 28,29, 30,31, 3,2, 33,34, 35, 36, 3,7, 38, 39,4,0,4.1, 42,43, 44,45, 4,6, 4,7, 4,8,
49,50,5,1,5.2,5,3,54,55,5,6,5,75,8,5,9, 6,0, 6,1, 62, 6,3, 64, 6,5, 6,6, 67,6,8,6,9,7,0, 71,72, 73, 74,
75,76,7,7,78,79,8,0,8,1,8,2, 83, 84, 8,5, 86, 8,7, 88, 89,90, 9,1, 9,2,9,3,94, 95, 9,6, 9,7,9,8, 9,9 6 10%
(p/v), lo que incluye todos los intervalos intermedios. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
excipiente esta presente en un intervalo de aproximadamente 0,1-5,0, 0,1-4,5, 0,1-4,0, 0,1-3,5, 0,1-3,0, 0,1-2,5, 0,1-
2,0,0,1-1,5,0,1-1,0, 0,1-0,5% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente 0,2-5,0, 0,2-4,5, 0,2-4,0, 0,2-3,5, 0,2-3,0,
0,2-2,5, 0,2-2,0, 0,2-1,5, 0,2-1,0, 0,2-0,5% (p/v), o en un intervalo de aproximadamente 0,5-5,0, 0,5-4,5, 0,5-4,0, 0,5-
3,5, 0,5-3,0, 0,5-2,5, 0,5-2,0, 0,5-1,5, 0,5-1,0% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente 1,0-5,0, 1,0-4,5, 1,0-4,0,
1,0-3,5, 1,0-3,0, 1,0-2,5, 1,0-2,0, 1,0-1,5% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente 1,5-5,0, 1,5-4,5, 1,5-4,0, 1,5-
3,5, 1,5-3,0, 1,5-2,5, 1,5-2,0% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente 2,0-5,0, 2,0-4,5, 2,0-4,0, 2,0-3,5, 2,0-3,0,
2,0-2,5% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente 2,5,0-5,0, 2,5-4,5, 2,5-4,0, 2,5-3,5, 2,5-3,0% (p/v), 0 en un
intervalo de aproximadamente 3,0-5,0, 3,0-4,5, 3,0-4,0, 3,0-3,5% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente 3,5-
5,0, 3,5-4,5, 3,5-4,0% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente 4,0-5,0, 4,0-4,5 6 4,5-5,0% (p/v). En algunas
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realizaciones de la presente descripcion, el excipiente esta presente en una concentracion de aproximadamente 50,
60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290,
300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390 6 400 mM, lo que incluye todos los intervalos intermedios. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, el excipiente esta presente en un intervalo de concentracion de
aproximadamente 50-400, 100-400, 150-400, 200-400, 250-400, 300-400, 350-400, 50-350, 100-350, 150-350, 200-
350, 250-350, 300-350, 50-300, 100-300, 150-300, 200-300, 250-300, 50-250, 100-250, 150-250, 200-250, 50-200,
100-200, 150-200, 50-150, 100-150 6 50-100 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la presencia de uno o mas excipientes altera (por ejemplo,
mejora, aumenta, disminuye, reduce) una o mas propiedades bioguimicas, fisicas y/o farmacocinéticas del
polipéptido de HRS con respecto a una composicion sin el excipiente o excipientes, o con respecto a una
composicion con una concentracion de excipiente o excipientes que se sitla fuera de las cantidades o intervalos
anteriores. En algunas realizaciones de la presente descripcioén, el polipéptido de HRS en presencia del excipiente o
excipientes se despliega a una velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mas lenta o al menos
aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500%
mas lenta que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicién por lo demas idéntica o comparable sin el
excipiente o excipientes. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia
del excipiente o excipientes tiene una temperatura de fusion (Tf) que es al menos aproximadamente el 5%, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% mayor que la temperatura de fusion de un polipéptido de HRS
correspondiente en una composicion por lo demas idéntica o comparable sin el excipiente o excipientes. En algunas
realizaciones de la presente descripcién, el polipéptido de HRS en presencia del excipiente o excipientes tiene una
temperatura de fusion (Tr) que es al menos 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 6 50°C mayor que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion por lo demas idéntica o
comparable sin el excipiente o excipientes. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicién
también comprende un tampdn, tal como se describe anteriormente, y opcionalmente tiene una concentracion
definida de NaCl, tal como se describe anteriormente. En realizaciones especificas de la presente descripcion, el
tampon es un tampoén de histidina. En otras realizaciones de la presente descripcion, el tampdn es un tampén de
citrato.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, una composicion comprende uno 0 mas tensioactivos. Los
tensioactivos de ejemplo incluyen, sin limitacién, polisorbatos y poloxameros. Los polisorbatos son liquidos oleosos
derivados de sorbitano PEGilado (un derivado de sorbitol) que son esterificados con acidos grasos. Algunos
polisorbatos se comercializan con los nombres comerciales Alquest™, Canarcel™ y Tween™. Los polisorbatos de
ejemplo incluyen Polisorbato 20 (monolaurato de polioxietileno (20) sorbitano), Polisorbato 40 (monopalmitato de
polioxietileno (20) sorbitano), Polisorbato 60 (monoestearato de polioxietileno (20) sorbitano) y Polisorbato 80
(monooleato de polioxietileno (20) sorbitano). Los poloxameros son copolimeros de tribloque no idénicos que
comprenden una cadena hidréfoba central de polioxipropileno (poli(6xido de propileno)) flanqueada por dos cadenas
hidréfilas de polioxietileno (poli(6xido de etileno)). Algunos poloxameros se comercializan con los nombres
comerciales Synperonics™, Pluronics™ y Kolliphor™. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
tensioactivo esta presente a aproximadamente el 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3,
04,0,5,06,070809101,11,2,13,1,4,15,16,1,7,18, 1,9, 2,0, 2,1,22,23,24,25,26,27,28,296
3,0% (p/v), lo que incluye todos los intervalos intermedios. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
tensioactivo esta presente en un intervalo de aproximadamente el 0,01-3,0, 0,01-2,5, 0,01-2,0, 0,01-1,5, 0,01-1,0,
0,01-1,5, 0,01-1,0, 0,01-0,5, 0,01-0,1% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente el 0,05-3,0, 0,05-2,5, 0,05-2,0,
0,05-1,5, 0,05-1,0, 0,05-1,5, 0,05-1,0, 0,05-0,5, 0,05-0,1% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente el 0,1-3,0,
0,1-2,5, 0,2-2,0, 0,1-1,5, 0,1-1,0, 0,1-1,5, 0,1-1,0, 0,1-0,5% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente el 0,5-3,0,
0,5-2,5, 0,5-2,0, 0,5-1,5, 0,5-1,0, 0,5-1,5, 0,5-1,0% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente el 1,0-3,0, 1,0-2,5,
1,0-2,0, 1,0-1,5% (p/v), o en un intervalo de aproximadamente el 1,5-3,0, 1,5-2,5, 1,5-2,0% (p/v), 0 en un intervalo de
aproximadamente el 2,0-3,0, 2,0-2,5% (p/v), 0 en un intervalo de aproximadamente el 2,5-3,0% (p/v). En algunas
realizaciones de la presente descripcion, el tensioactivo es Polisorbato 20 (PS20). En algunas realizaciones de la
presente descripcion, el tensioactivo es el poloxamero Pluronic F68.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la presencia de uno 0 mas tensioactivos altera (por ejemplo,
mejora, aumenta, disminuye, reduce) una o mas propiedades bioquimicas, fisicas y/o farmacocinéticas del
polipéptido de HRS con respecto a una composicién sin el o los tensioactivos, o con respecto a una composicion con
una concentracion de tensioactivo o tensioactivos que se sitta fuera de las cantidades o intervalos anteriores. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del o los tensioactivos se
despliega, se agrega o precipita a una velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mas lenta o al
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menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o
500% mas lenta que un polipéptido de HRS correspondiente en una composicion por lo demas idéntica o
comparable sin el o los tensioactivos.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del o los tensioactivos se
despliega, se agrega o precipita a una velocidad que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 6 200 veces mas lenta o al
menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o
500% mas lenta que un polipéptido de HRS correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a
aproximadamente temperatura ambiente (por ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, o aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias,
0 aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en una composicién por lo demas idéntica o comparable
sin el o los tensioactivos.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del o los tensioactivos tiene
una temperatura de fusién (Tf) que es al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 100% mayor que la temperatura de fusién de un polipéptido de HRS correspondiente en una
composicion por lo demas idéntica o comparable sin el o los tensioactivos. En algunas realizaciones de la presente
descripcion, el polipéptido de HRS en presencia del o los tensioactivos tiene una temperatura de fusion (Tr) que es al
menos 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 6 50°C mayor que un polipéptido
de HRS correspondiente en una composicion por lo demas idéntica o comparable sin el o los tensioactivos. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion también comprende un tampén, tal como se
describe anteriormente, y opcionalmente tiene una concentracion definida de NaCl, tal como se describe
anteriormente, y opcionalmente comprende uno o mas excipientes, tal como se describe anteriormente. En
realizaciones especificas de la presente descripcién, el tampon es un tampdn de histidina. En otras realizaciones de
la presente descripcion, el tampdn es un tampon de citrato.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicién de polipéptido de HRS en presencia del o los
tensioactivos tiene pico o picos reducidos de peso molecular alto por analisis SE-HPLC que son al menos
aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces menores o0 al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% menores que un polipéptido de HRS
correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura ambiente (por
ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, 0
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias, 0 aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en
una composicién por lo demas idéntica o comparable sin el o los tensioactivos.

En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion de HRS comprende PS20, un tampdn de histidina
que tiene un pH de aproximadamente 7,0-7,5, y aproximadamente NaCl 140 mM, y tiene un contenido maximo de
peso molecular alto que es inferior a aproximadamente el 1% del pico principal por andlisis SE-HPLC después de 7
dias de almacenamiento a 37°C. En algunos aspectos de la presente descripcién, la composicion de HRS tiene un
contenido maximo de peso molecular alto que es inferior a aproximadamente el 0,5% del pico principal después de 7
dias de almacenamiento a 37°C.

En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion de HRS comprende PS80, un tamp6n de histidina
gue tiene un pH de aproximadamente 7,0-7,5, y aproximadamente NaCl 140 mM, y tiene un contenido maximo de
peso molecular alto que es inferior a aproximadamente el 2% del pico principal por andlisis SE-HPLC después de 7
dias de almacenamiento a 37°C. En algunos aspectos de la presente descripcién, la composicion de HRS tiene un
contenido maximo de peso molecular alto que es inferior a aproximadamente el 0,5% del pico principal después de 7
dias de almacenamiento a 37°C.

En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion de HRS comprende Pluronic F68, un tampén de
histidina que tiene un pH de aproximadamente 7,0-7,5, y aproximadamente NaCl 140 mM, y tiene un contenido
maximo de peso molecular alto que es inferior a aproximadamente el 1% del pico principal por analisis SE-HPLC
después de 7 dias de almacenamiento a 37°C. En algunos aspectos de la presente descripcién, la composicion de
HRS tiene un contenido maximo de peso molecular alto que es inferior a aproximadamente el 0,5% del pico principal
después de 7 dias de almacenamiento a 37°C.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion de polipéptido de HRS en presencia del o los

tensioactivos tiene pico o picos reducidos de peso molecular bajo por analisis SE-HPLC que es al menos
aproximadamente 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces menor 0 al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%,
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40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o 500% menor que un polipéptido de HRS
correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a aproximadamente temperatura ambiente (por
ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, 0
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias, o aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en
una composicién por lo demas idéntica o comparable sin el o los tensioactivos.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicién de polipéptido de HRS en el o los tensioactivos
tiene una turbiedad reducida (A340) que es al menos aproximadamente 1,5, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces menor o
al menos aproximadamente el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400% o
500% menor que un polipéptido de HRS correspondiente cuando se incuba a aproximadamente 5°C, o a
aproximadamente temperatura ambiente (por ejemplo, ~20-25°C), o a aproximadamente 37°C durante
aproximadamente o al menos aproximadamente 3 horas, o aproximadamente o al menos aproximadamente 3 dias,
0 aproximadamente o al menos aproximadamente 7 dias en una composicion por lo demas idéntica o comparable
sin el o los tensioactivos.

En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion de HRS comprende PS20, un tampén de histidina
que tiene un pH de aproximadamente 7,0-7,5, y aproximadamente NaCl 140 mM, y tiene una turbiedad (A340) que
es inferior a aproximadamente 0,5 después de 7 dias de almacenamiento a 37°C. En algunos aspectos de la
presente descripcion, la composicion de HRS tiene una turbiedad (A340) que es inferior a aproximadamente 0,2
después de 7 dias de almacenamiento a 37°C.

En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion de HRS comprende PS80, un tamp6n de histidina
que tiene un pH de aproximadamente 7,0-7,5, y aproximadamente NaCl 140 mM, y tiene una turbiedad (A340) que
es inferior a aproximadamente 0,5 después de 7 dias de almacenamiento a 37°C. En algunos aspectos de la
presente descripcion, la composicion de HRS tiene una turbiedad (A340) que es inferior a aproximadamente 0,2
después de 7 dias de almacenamiento a 37°C.

En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion de HRS comprende Pluronic F68, un tampén de
histidina que tiene un pH de aproximadamente 7,0-7,5, y aproximadamente NaCl 140 mM, y tiene una turbiedad
(A340) que es inferior a aproximadamente 0,5 después de 7 dias de almacenamiento a 37°C. En algunos aspectos
de la presente descripcion, la composicion de HRS tiene una turbiedad (A340) que es inferior a aproximadamente
0,2 después de 7 dias de almacenamiento a 37°C.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, una composicion comprende uno 0 mas compuestos
antioxidantes. Los antioxidantes de ejemplo incluyen, sin limitacién, cisteina, metionina, N-acetilcisteina (NAC) y
glutation, tocoferoles, carotenos, ubiquinol y acido ascorbico. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el
compuesto antioxidante esta presente en una concentracién de aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,
08,0910,11,12,13,14,15,16,1,7,1,8,1,9, 2,0, 21, 22,23, 24,25, 26, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3,
3.4,35,36,3,7,38,39,4,0,4,1,4,2,43,4,4,45, 46, 4,7,48,4,9,50,5,1,5,2,53,54,5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9,
6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9,70,7,1,72,73,74,75,76,77,78,7,9, 80, 8,1, 8,2, 8,3, 84, 8,5,
8,6, 8,7, 88, 8,9, 9,0, 9,1, 9,2, 9.3, 94, 9,5, 9,6, 9,7, 9,8, 9,9 6 10 mM, lo que incluye todos los intervalos
intermedios. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el compuesto antioxidante esta presente en un
intervalo de concentracion de aproximadamente 0,1-5,0, 0,1-4,5, 0,1-4,0, 0,1-3,5, 0,1-3,0, 0,1-2,5, 0,1-2,0, 0,1-1,5,
0,1-1,0, 0,1-0,5 mM, o un intervalo de concentraciéon de aproximadamente 0,2-5,0, 0,2-4,5, 0,2-4,0, 0,2-3,5, 0,2-3,0,
0,2-2,5, 0,2-2,0, 0,2-1,5, 0,2-1,0, 0,2-0,5 mM, o un intervalo de concentracion de aproximadamente 0,5-5,0, 0,5-4,5,
0,5-4,0, 0,5-3,5, 0,5-3,0, 0,5-2,5, 0,5-2,0, 0,5-1,5, 0,5-1,0 mM, o un intervalo de concentracién de aproximadamente
1,0-5,0, 1,0-4,5, 1,0-4,0, 1,0-3,5, 1,0-3,0, 1,0-2,5, 1,0-2,0, 1,0-1,5 mM, o un intervalo de concentracién de
aproximadamente 1,5-5,0, 1,5-4,5, 1,5-4,0, 1,5-3,5, 1,5-3,0, 1,5-2,5, 1,5-2,0 mM, o un intervalo de concentracién de
aproximadamente 2,0-5,0, 2,0-4,5, 2,0-4,0, 2,0-3,5, 2,0-3,0, 2,0-2,5 mM, o un intervalo de concentraciéon de
aproximadamente 2,5,0-5,0, 2,5-4,5, 2,5-4,0, 2,5-3,5, 2,5-3,0 mM, o un intervalo de concentracion de
aproximadamente 3,0-5,0, 3,0-4,5, 3,0-4,0, 3,0-3,5 mM, o un intervalo de concentracion de aproximadamente 3,5-
5,0, 3,5-4,5, 3,5-4,0 mM, o un intervalo de concentracion de aproximadamente 4,0-5,0, 4,0-4,5 6 4,5-5,0 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la composicion comprende un agente de quelacién. Los
agentes de quelacion de ejemplo incluyen, sin limitacién, etilendiamintetraacetato (EDTA), &cido
etilenglicoltetraacético (EGTA), acido 1,2-bis(o-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético (BAPTA) y acido 2,3-
dimercapto-1-propanosulfénico (DMPS). En algunas realizaciones de la presente descripcion, el agente de quelacion
esta presente en una concentracién de aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3,
14,15,16,1,7,1,8,1)9, 20,21, 22,23, 24,25,26, 2728, 2,9, 30, 31, 3,2, 3,3, 34, 35, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9,
4,0,4,1,4,2,4,3, 4,4, 45, 4,6, 4,7, 4,8, 49 6 5,0 mM, lo que incluye todos los intervalos intermedios. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, el agente de quelacion esta presente en un intervalo de concentracion de
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aproximadamente 0,1-5,0, 0,1-4,5, 0,1-4,0, 0,1-3,5, 0,1-3,0, 0,1-2,5, 0,1-2,0, 0,1-1,5, 0,1-1,0, 0,1-0,5 mM, o un
intervalo de concentracion de aproximadamente 0,2-5,0, 0,2-4,5, 0,2-4,0, 0,2-3,5, 0,2-3,0, 0,2-2,5, 0,2-2,0, 0,2-1,5,
0,2-1,0, 0,2-0,5 mM, o un intervalo de concentraciéon de aproximadamente 0,5-5,0, 0,5-4,5, 0,5-4,0, 0,5-3,5, 0,5-3,0,
0,5-2,5, 0,5-2,0, 0,5-1,5, 0,5-1,0 mM, o un intervalo de concentraciéon de aproximadamente 1,0-5,0, 1,0-4,5, 1,0-4,0,
1,0-3,5, 1,0-3,0, 1,0-2,5, 1,0-2,0, 1,0-1,5 mM, o un intervalo de concentracion de aproximadamente 1,5-5,0, 1,5-4,5,
1,5-4,0, 1,5-3,5, 1,5-3,0, 1,5-2,5, 1,5-2,0 mM, o un intervalo de concentracion de aproximadamente 2,0-5,0, 2,0-4,5,
2,0-4,0, 2,0-3,5, 2,0-3,0, 2,0-2,5 mM, o un intervalo de concentracion de aproximadamente 2,5,0-5,0, 2,5-4,5, 2,5-
4,0, 2,5-3,5, 2,5-3,0 mM, o un intervalo de concentracion de aproximadamente 3,0-5,0, 3,0-4,5, 3,0-4,0, 3,0-3,5 mM,
o un intervalo de concentracién de aproximadamente 3,5-5,0, 3,5-4,5, 3,5-4,0 mM, o un intervalo de concentracién
de aproximadamente 4,0-5,0, 4,0-4,5 6 4,5-5,0 mM.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, una composicién y/o el o los polipéptidos de HRS contenidos
en el mismo se caracterizan por una o mas propiedades fisicas absolutas, tales como el grado de agregacion de
peso molecular alto (o formacion de agregados), el aspecto o claridad (por ejemplo, turbiedad, opalescencia), el
grado de homogeneidad o monodispersion, la solubilidad, la pureza de proteinas, la temperatura de fusion, la
concentracion de proteinas y/o el grado de fragmentacién de proteinas.

En algunos aspectos de la presente descripcion, una composicion tiene un contenido agregado de aproximadamente
o inferior a aproximadamente el 10% con respecto a la cantidad total de proteina presente, o en algunas
realizaciones de la presente descripcion una composicion tiene un contenido de agregado de aproximadamente o
inferior a aproximadamente el 9%, 8%, 7%, 6%, 0 5%, 0 en algunos aspectos de la presente descripcion una
composicion tiene un contenido de agregado de aproximadamente o inferior a aproximadamente el 4%, 3%, 0 2% o
en aspectos especificos de la presente descripcion una composicion tiene un contenido de agregado de
aproximadamente o inferior a aproximadamente el 1%, 0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,2% o 0,1%. En algunas realizaciones de
la presente descripcion, el contenido de agregado es contenido de agregado de peso molecular alto. El contenido de
agregado de peso molecular alto puede determinarse mediante una variedad de técnicas analiticas, lo que incluye,
por ejemplo, cromatografia por exclusiéon de tamafios (SE-HPLC), dispersion de luz dindmica, analisis de SDS-PAGE
y ultracentrifugacion analitica.

En algunos aspectos de la presente descripcién, el aspecto de una composicion es clara y carece de una formacion
importante de particulas o fibras. La claridad de una composicion puede caracterizarse, por ejemplo, por turbiedad,
opalescencia, o ambas. La turbiedad puede medirse por absorbancia a A340, y la opalescencia puede medirse por
absorbancia a A580, En algunas realizaciones de la presente descripcion, la turbiedad de una composicién medida
por absorbancia a A340 es aproximadamente o inferior a aproximadamente 1,0, 0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2,
0,1, 0,09, 0,08, 0,09, 0,07, 0,06, 0,05, 0,04, 0,03, 0,02, 0,01, 0,009, 0,008, 0,007, 0,006, 0,005, 0,004, 0,003, 0,002 6
0,001. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la opalescencia de una composicion medida por
absorbancia a A580 es aproximadamente o inferior a aproximadamente 1,0, 0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1,
0,09, 0,08, 0,09, 0,07, 0,06, 0,05, 0,04, 0,03, 0,02, 0,01, 0,009, 0,008, 0,007, 0,006, 0,005, 0,004, 0,003, 0,002 &
0,001.

En algunos aspectos de la presente descripcion, una composicion comprende uno o mas polipéptidos de HRS que
son sustancialmente homogéneos o monodispersos, lo que significa que las composiciones de polipéptidos de HRS
existen sustancialmente (por ejemplo, al menos aproximadamente el 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% o mayor) en una forma de peso molecular aparente cuando se evalGan, por ejemplo, por
cromatografia de exclusién de tamafos, dispersion de luz dinamica, SDS-PAGE o ultracentrifugacion analitica. En
algunos aspectos de la presente descripcién, el polipéptido de HRS existe sustancialmente como un monémero. En
algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS existe sustancialmente como un dimero. En
algunos aspectos de la presente descripcién, dichas composiciones pueden comprender DTT u otros agentes
reductores adecuados para reducir la formacion de enlaces de disulfuro.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, los polipéptidos de HRS tienen una solubilidad que es
conveniente para el modo de administracion en particular, tal como administracion intravenosa, administracion
subcutanea, etc. Los ejemplos de solubilidades deseables incluyen aproximadamente o al menos aproximadamente
1,2 3,4,5,6,7,8 069 mg/ml, o aproximadamente o al menos aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23 6 24 mg/ml, o aproximadamente o al menos aproximadamente 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 6 49 mg/ml, o aproximadamente o al menos
aproximadamente 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 6 60 mg/ml.

En algunos aspectos de la presente descripcién, una composicion tiene una pureza sobre una base de proteinas

(por ejemplo, polipéptido de HRS con respecto a otras proteinas celulares) de aproximadamente o al menos
aproximadamente el 90%, o en algunos aspectos de la presente descripcién tiene una pureza sobre una base de
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proteinas de aproximadamente o al menos aproximadamente el 95%, 96%, 97% o 98%, o en algunos aspectos de la
presente descripcion tiene una pureza sobre una base de proteinas de aproximadamente o al menos
aproximadamente el 99% o 99,5%. La pureza puede determinarse por medio de cualquier procedimiento analitico
rutinario tal como se conoce en la técnica.

En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en una composicion dada tiene una
estabilidad térmica definida, caracterizada, por ejemplo, por la temperatura de fusion (Tf). En algunos aspectos de la
presente descripcion, el polipéptido de HRS en una composicién tiene una Tf de aproximadamente o al menos
aproximadamente 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 6
70°C. En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS en una composicién tiene una Tf que
esta en el intervalo de aproximadamente 45-70, 46-70, 47-70, 48-70, 49-70, 50-70, 51-70, 52-70, 53-70, 54-70, 55-
70, 56-70, 57-70, 58-70, 59-70, 60-70, 61-70, 62-70, 63-70, 64-70, 65-70, 66-70, 67-70, 68-70 6 69-70°C, 0 esta en
el intervalo de aproximadamente 45-69, 46-69, 47-69, 48-69, 49-69, 50-69, 51-69, 52-69, 53-69, 54-69, 55-69, 56-69,
57-69, 58-69, 59-69, 60-69, 61-69, 62-69, 63-69, 64-69, 65-69, 66-69, 67-69, 68-69°C, 0 esta en el intervalo de
aproximadamente 45-68, 46-68, 47-68, 48-68, 49-68, 50-68, 51-68, 52-68, 53-68, 54-68, 55-68, 56-68, 57-68, 58-68,
59-68, 60-68, 61-68, 62-68, 63-68, 64-68, 65-68, 66-68, 67-68°C, 0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-67,
46-67, 47-67, 48-67, 49-67, 50-67, 51-67, 52-67, 53-67, 54-67, 55-67, 56-67, 57-67, 58-67, 59-67, 60-67, 61-67, 62-
67, 63-67, 64-67, 65-67, 66-67°C, 0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-66, 46-66, 47-66, 48-66, 49-66, 50-
66, 51-66, 52-66, 53-66, 54-66, 55-66, 56-66, 57-66, 58-66, 59-66, 60-66, 61-66, 62-66, 63-66, 64-66, 65-66°C, 0
esta en el intervalo de aproximadamente 45-65, 46-65, 47-65, 48-65, 49-65, 50-65, 51-65, 52-65, 53-65, 54-65, 55-
65, 56-65, 57-65, 58-65, 59-65, 60-65, 61-65, 62-65, 63-65, 64-65°C, 0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-
64, 46-64, 47-64, 48-64, 49-64, 50-64, 51-64, 52-64, 53-64, 54-64, 55-64, 56-64, 57-64, 58-64, 59-64, 60-64, 61-64,
62-64, 63-64°C, o0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-63, 46-63, 47-63, 48-63, 49-63, 50-63, 51-63, 52-63,
53-63, 54-63, 55-63, 56-63, 57-63, 58-63, 59-63, 60-63, 61-63, 62-63°C, 0 esta en el intervalo de aproximadamente
45-62, 46-62, 47-62, 48-62, 49-62, 50-62, 51-62, 52-62, 53-62, 54-62, 55-62, 56-62, 57-62, 58-62, 59-62, 60-62, 61-
62°C, o esta en el intervalo de aproximadamente 45-61, 46-61, 47-61, 48-61, 49-61, 50-61, 51-61, 52-61, 53-61, 54-
61, 55-61, 56-61, 57-61, 58-61, 59-61, 60-61°C, o0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-60, 46-60, 47-60, 48-
60, 49-60, 50-60, 51-60, 52-60, 53-60, 54-60, 55-60, 56-60, 57-60, 58-60, 59-60°C, o esta en el intervalo de
aproximadamente 45-59, 46-59, 47-59, 48-59, 49-59, 50-59, 51-59, 52-59, 53-59, 54-59, 55-59, 56-59, 57-59, 58-
59°C, o esta en el intervalo de aproximadamente 45-58, 46-58, 47-58, 48-58, 49-58, 50-58, 51-58, 52-58, 53-58, 54-
58, 55-58, 56-58, 57-58°C, 0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-57, 46-57, 47-57, 48-57, 49-57, 50-57, 51-
57, 52-57, 53-57, 54-57, 55-57, 56-57°C, 0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-56, 46-56, 47-56, 48-56, 49-
56, 50-56, 51-56, 52-56, 53-56, 54-56, 55-56°C, 0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-55, 46-55, 47-55, 48-
55, 49-55, 50-55, 51-55, 52-55, 53-55, 54-55°C, o0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-54, 46-54, 47-54, 48-
54, 49-54, 50-54, 51-54, 52-54, 53-54°C, o esta en el intervalo de aproximadamente 45-53, 46-53, 47-53, 48-53, 49-
53, 50-53, 51-53, 52-53°C, o esta en el intervalo de aproximadamente 45-52, 46-52, 47-52, 48-52, 49-52, 50-52, 51-
52°C, o esta en el intervalo de aproximadamente 45-51, 46-51, 47-51, 48-51, 49-51, 50-51°C, o esta en el intervalo
de aproximadamente 45-50, 46-50, 47-50, 48-50, 49-50°C, o esta en el intervalo de aproximadamente 45-49, 46-49,
47-49, 48-49°C, o0 esta en el intervalo de aproximadamente 45-48, 46-48, 47-48, 45-47, 46-47 6 45-46°C. La
temperatura de fusion puede determinarse por diversos procedimientos analiticos, lo que incluye, por ejemplo,
fluorimetria de barrido diferencial (DSF).

En algunos aspectos de la presente descripcion, el polipéptido de HRS esta presente en una composicion para una
concentracion de proteinas definida. Por ejemplo, algunas composiciones tienen una concentracion del polipéptido o
los polipéptidos de HRS de aproximadamente o al menos 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, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100 mg/ml. Algunas
composiciones tienen una concentracién del polipéptido o los polipéptidos de HRS que esta en el intervalo de
aproximadamente 5-100, 10-100, 15-100, 20-100, 25-100, 30-100, 35-100, 40-100, 45-100, 50-100, 55-100, 60-100,
70-100, 80-100, 90-100 mg/ml, o de aproximadamente 5-90, 10-90, 15-90, 20-90, 25-90, 30-90, 35-90, 40-90, 45-90,
50-90, 55-90, 60-90, 70-90, 80-90 mg/ml, o de aproximadamente 5-80, 10-80, 15-80, 20-80, 25-80, 30-80, 35-80, 40-
80, 45-80, 50-80, 55-80, 60-80, 70-80 mg/ml, o de aproximadamente 5-70, 10-70, 15-70, 20-70, 25-70, 30-70, 35-70,
40-70, 45-70, 50-70, 55-70, 60-70 mg/ml, o de aproximadamente 5-60, 10-60, 15-60, 20-60, 25-60, 30-60, 35-60, 40-
60, 45-60, 50-60, 55-60 mg/ml, o de aproximadamente 5-50, 10-50, 15-50, 20-50, 25-50, 30-50, 35-50, 40-50, 45-50
mg/ml, o de aproximadamente 5-45, 10-45, 15-45, 20-45, 25-45, 30-45, 35-45, 40-45 mg/ml, o de aproximadamente
5-40, 10-40, 15-40, 20-40, 25-40, 30-40, 35-40 mg/ml, o de aproximadamente 5-35, 10-35, 15-35, 20-35, 25-35, 30-
35 mg/ml, o de aproximadamente 5-30, 10-30, 15-30, 20-30, 25-30 mg/ml, o de aproximadamente 5-25, 10-25, 15-
25, 20-25, 5-20, 10-20, 15-20, 5-15, 10-15, o 5-10 mg/ml de proteina.

En algunos aspectos de la presente descripcién, una composicion tiene un grado de fragmentacién de proteinas de
menos de aproximadamente el 10% con respecto a la cantidad total de proteina presente, o en algunas
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realizaciones de la presente descripcion una composicion tiene un grado de fragmentacion de proteinas de menos
de aproximadamente el 9%, 8%, 7%, 6% o 5%, o en algunos aspectos de la presente descripcion una composicion
tiene un grado de fragmentacion de proteinas de menos de aproximadamente el 4%, 3% o 2%, o0 en aspectos
especificos de la presente descripcion una composicién tiene un grado de fragmentacion de proteinas de menos de
aproximadamente el 1%, 0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,2% o 0,1%. La fragmentacién de proteinas puede medirse por
diversas técnicas analiticas, lo que incluye, por ejemplo, cromatografia de exclusion de tamafios, andlisis de SDS-
PAGE vy ultracentrifugacion analitica.

En realizaciones especificas de la presente descripcion, la composicion terapéutica comprende al menos un
polipéptido de HRS sustancialmente puro, opcionalmente a una concentracion de al menos aproximadamente 10-50
mg/ml, histidina 40-50 mM aproximadamente (por ejemplo, L-histidina), NaCl 140-240 mM aproximadamente,
trehalosa aproximadamente al 1-2%, Polisorbato 20 (PS20) aproximadamente al 0,20-0,05%, tiene un pH de
aproximadamente 7,0-7,5 y estd sustancialmente libre de endotoxinas. En algunos aspectos de la presente
descripcion, la composicion terapéutica se caracteriza por un contenido maximo de peso molecular alto que es
inferior a aproximadamente el 1% del pico principal por analisis SE-HPLC después de 7 dias de almacenamiento a
37°C. En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicién terapéutica tiene un contenido maximo de
peso molecular alto que es inferior a aproximadamente el 0,5% del pico principal por andlisis SE-HPLC después de 7
dias de almacenamiento a 37°C. En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicién terapéutica se
caracteriza por una turbiedad (A340) que es inferior a aproximadamente 0,5 después de 7 dias de almacenamiento a
37°C. En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion terapéutica tiene una turbiedad (A340) que es
inferior a aproximadamente 0,2 después de 7 dias de almacenamiento a 37°C.

En otras realizaciones de la presente descripcion, la composicién comprende al menos un polipéptido de HRS
sustancialmente puro, opcionalmente a una concentracion de al menos 10-50 mg/ml aproximadamente, histidina 40-
50 mM aproximadamente (por ejemplo, L-histidina), NaCl aproximadamente 140-240 mM, sacarosa
aproximadamente al 1-2%, Polisorbato 20 (PS20) aproximadamente al 0,01-0,05%, tiene un pH de
aproximadamente 7,3 y esta sustancialmente libre de endotoxinas. En algunos aspectos de la presente descripcion,
la composicién terapéutica se caracteriza por un contenido maximo de peso molecular alto que es inferior a
aproximadamente el 1% del pico principal por analisis SE-HPLC después de 7 dias de almacenamiento a 37°C. En
algunos aspectos de la presente descripcién, la composicion terapéutica tiene un contenido maximo de peso
molecular alto por analisis SE-HPLC que es inferior a aproximadamente el 0,5% del pico principal después de 7 dias
de almacenamiento a 37°C. En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicién terapéutica se
caracteriza por una turbiedad (A340) que es inferior a aproximadamente 0,5 después de 7 dias de almacenamiento a
37°C. En algunos aspectos de la presente descripcion, la composicion terapéutica tiene una turbiedad (A340) que es
inferior a aproximadamente 0,2 después de 7 dias de almacenamiento a 37°C.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS comprende, consiste en o consiste
esencialmente en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-23, 39, 41, 43, 70-71, 74-153, 160-172 6 176-182, o un
polipéptido de HRS recogido en cualquiera de las Tablas 1-9 o deducible a partir de ellas, que incluye variantes de
los mismos. En algunas realizaciones de la presente descripcion, el polipéptido de HRS es HRS(1-506) o HRS(2-
506), o una variante de los mismos, que tiene una Tf en la composicién de al menos aproximadamente 58, 59, 60 6
61°C.

Las propiedades bioquimicas, fisicas y/o farmacocinéticas de las composiciones de polipéptidos de HRS descritas
en la presente memoria pueden caracterizarse en cualquier conjunto definido de condiciones, tales como
temperatura, pH u otra condicion, y opcionalmente en cualquier momento dado o durante un periodo de tiempo. Por
ejemplo, en algunas realizaciones de la presente descripcién, dichas propiedades se caracterizan a una temperatura
de aproximadamente -80, -60, -40, -20, -10, -5, -4, -3, -20, -2,-1,0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 99 6 100°C, que incluye todos los nimeros enteros e intervalos intermedios. En algunas
realizaciones de la presente descripcién, dichas propiedades se caracterizan a aproximadamente temperatura
ambiente (por ejemplo, 20-25°C). Dichas propiedades también pueden caracterizarse durante un periodo de tiempo,
por ejemplo, durante un periodo 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, 21, 22, 23 6 24 horas, o durante un periodo de aproximadamente 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 dias, o durante un periodo de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16,
18, 20 6 24 semanas, 0 aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 6 12 meses 0 asi aproximadamente. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, dichas propiedades se caracterizan después de la
congelacién/descongelacion de la composicion al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas veces.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir sales farmacéuticamente aceptables de un polipéptido de HRS.
Para una revision sobre sales adecuadas, véase Handbook of Pharmaceutical Sales: Properties, Selection, and Use
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de Stahl y Wermuth (Wiley-VCH, 2002). Las sales basicas adecuadas se forman a partir de bases que forman sales
no toxicas. Los ejemplos representativos incluyen sales de aluminio, arginina, benzatina, calcio, colina, dietilamina,
diolamina, glicina, lisina, magnesio, meglumina, olamina, potasio, sodio, trometamina y cinc. También pueden
formarse las hemisales de acidos y bases, por ejemplo, sales de hemisulfato y hemicalcio. Las composiciones que
se usaran en la presente descripcién adecuadas para administracion parenteral pueden comprender soluciones
acuosas estériles y/o suspensiones de los ingredientes farmacéuticamente activos preferentemente convertidos en
isoténicos con la sangre del receptor, usando en general cloruro de sodio, glicerina, glucosa, manitol, sorbitol y
similares. Los acidos organicos adecuados para formar sales de adicion acida farmacéuticamente aceptables
incluyen, a modo de ejemplo y no de limitacién, acido acético, acido trifluoroacético, acido propidnico, acido
hexanoico, acido ciclopentanopropidnico, acido glicélico, acido oxalico, acido piravico, acido lactico, acido malénico,
acido succinico, acido malico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido palmitico, acido
benzoico, acido 3-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acidos alquilsulfénicos (por ejemplo,
acido metanosulfonico, acido etanosulfénico, acido 1,2-etano-disulfonico, acido 2-hidroxietanosulfénico, etc.), acidos
arilsulfénicos (por ejemplo, acido bencenosulfénico, acido 4-clorobencenosulfénico, acido 2-naftalenosulfénico, acido
4-toluenosulfénico, éacido alcanforsulfénico, etc.), acido 4-metilbiciclo(2,2,2)-oct-2-en-1-carboxilico, acido
glucoheptdnico, acido 3-fenilpropionico, acido trimetilacético, acido butilacético terciario, acido laurilsulfdrico, acido
gluconico, acido glutamico, acido hidroxinaftoico, acido salicilico, acido estearico, acido mucénico y similares.

En realizaciones particulares de la presente descripcion, el vehiculo puede incluir agua. En algunas realizaciones de
la presente descripcion, el vehiculo puede ser una solucion acuosa de solucion salina, por ejemplo, agua que
contiene concentraciones fisiolégicas de sodio, potasio, calcio, magnesio y cloruro a un pH fisiolégico. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, el vehiculo puede ser agua y la formulaciéon puede incluir ademas NaCl. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, la formulacion puede ser isotdnica. En algunas realizaciones de la
presente descripcion, la formulaciéon puede ser hipotonica. En otras realizaciones de la presente descripcion, la
formulacién puede ser hipertonica. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la formulacion puede ser
isoosmética. En algunas realizaciones de la presente descripcion, la formulacién esta libre sustancialmente de
polimeros (por ejemplo, polimeros de formacion de gel, agentes poliméricos de refuerzo de la viscosidad, etc.). En
algunas realizaciones de la presente descripcion, la formulacion esté libre sustancialmente de agentes de aumento
de la viscosidad (por ejemplo, carboximetilcelulosa, polimeros polianiénicos, etc.). En algunas realizaciones de la
presente descripcion, la formulacién esta libre sustancialmente de polimeros de formacién de gel. En algunas
realizaciones de la presente descripcion, la viscosidad de la formulacién es aproximadamente la misma que la
viscosidad de una solucién salina que contiene la misma concentracion de un polipéptido de HRS (o0 una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo).

En las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion, la formulacion de excipientes farmacéuticamente
aceptables y soluciones de vehiculo es bien conocida para los expertos en la materia, como el desarrollo de
regimenes posolégicos y terapéuticos adecuados para el uso de las composiciones particulares descritas en la
presente memoria en diversos regimenes de tratamiento, lo que incluye por ejemplo, administraciéon y formulacién
oral, parenteral, intravenosa, intranasal e intramuscular.

En algunas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria pueden suministrarse
por medio de administracién oral para un sujeto. De este modo, estas composiciones pueden formularse con un
diluyente inerte o con un vehiculo comestible asimilable, o pueden confinarse en capsula de gelatina dura o blanda,
0 pueden comprimirse en comprimidos, o pueden incorporarse directamente con el alimento de la dieta.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el suministro de polipéptidos de HRS y procedimientos para su
preparacion seran muy evidentes para los expertos en la materia. Dichas composiciones y procedimientos para su
preparacién pueden encontrarse, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, 192 edicién (Mack
Publishing Company, 1995).

La administracion de una dosis terapéutica de un polipéptido de HRS puede realizarse mediante cualquier
procedimiento adecuado conocido en las técnicas medicinales, lo que incluye por ejemplo, administraciéon oral,
rectal, intranasal, parenteral intravitrea, subconjuntival, subcapsular, retrobulbar, supracoroidea intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal, intratecal, intraventricular, intrauretral, intraesternal, intracraneal, intramuscular,
intrasinovial, intraocular, tépica y subcutanea. Los dispositivos adecuados para administracion parenteral incluyen
inyectores con aguja (que incluye microaguja), inyectores sin aguja y técnicas de infusién.

Las formulaciones parenterales son normalmente soluciones acuosas que pueden contener excipientes tales como
sales, hidratos de carbono y agentes de tampoén (preferentemente a un pH de 3 a 9), pero, para algunas
aplicaciones, pueden estar formuladas de forma méas adecuada como una solucién no acuosa estéril o0 como una
forma seca para su uso en conjuncién con un vehiculo adecuado tal como agua estéril sustancialmente libre de
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pirégenos o sin pirégenos. La preparacion de formulaciones parenterales en condiciones estériles, por ejemplo, por
liofilizacion, pueden conseguirse facilmente con técnicas farmacéuticas estandar bien conocidas para los expertos
en la materia.

Las formulaciones para administracién parenteral pueden formularse para ser de liberaciéon inmediata y/o sostenida.
Las composiciones de liberacion sostenida incluyen liberacién retardada, modificada, pulsada, controlada, dirigida y
programada. Asi un polipéptido de HRS puede formularse como una suspensién o como un soélido, semisélido o
liquido tixotropico para la administracion como un depot implantado que proporciona liberacién sostenida de
polipéptidos de HRS. Los ejemplos de dichas formulaciones incluyen sin limitacion, stents recubiertos con farmaco y
semisélidos y suspensiones que comprenden acido poli(DL-lactico-co-glucélico) (PGLA) recubierto con farmaco,
poli(DL-lactida-co-glucoélido) (PLG) o vesiculas laminares o microparticulas de poli(lactida) (PLA), hidrogeles
(Hoffman AS: Ann. N.Y. Acad. Sci. 944: 62-73 (2001)), sistemas de nanoparticulas de poli-aminoacidos, tales como
el sistema Medusa desarrollado por Flamel Technologies Inc., sistemas de geles no acuosos tales como Atrigel
desarrollado por Atrix, Inc., y SABER (liberacién extendida de acetato isobutirato de sacarosa) desarrollado por
Durect Corporation, y sistemas basados en lipidos tales como DepoFoam desarrollado por SkyePharma.

Tal como se indica anteriormente, las soluciones de los compuestos activos como base libre o sales
farmacoldgicamente aceptables pueden prepararse en agua mezcladas de forma adecuada con un tensioactivo,
tales como hidroxipropilcelulosa, Polisorbato (por ejemplo, Polisorbato 20, Polisorbato 80) o Pluronic F68. Las
dispersiones también pueden prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites.
En condiciones comunes de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el
crecimiento de microorganismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion improvisada de soluciones o dispersiones inyectables estériles (patente de
EE.UU. n°® 5.466.468). En todos los casos la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una
facil capacidad de uso de jeringas. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe
preservarse frente a la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede
incluir un disolvente o medio de dispersiéon 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. La
fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante
el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y por el uso de tensioactivos. La
prevencion de la accion de microorganismos puede facilitarse mediante diversos agentes antibacterianos y
antifngicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal, y similares. En muchos casos,
seré preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlicares o cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las
composiciones inyectables puede lograrse con el uso en las composiciones de agentes que retrasan la absorcién,
por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Para la administracién parenteral en una solucién acuosa, por ejemplo, la solucion debe estar tamponada
adecuadamente si fuera necesario y el diluyente liquido se convertira primero en isoténico con suficiente solucién
salina o0 glucosa. Estas soluciones acuosas en particular son adecuadas especialmente para administracion
intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En esta relaciéon, un medio acuoso estéril que puede
emplearse serad conocido para los expertos en la materia a partir de la presente descripcion. Por ejemplo, puede
disolverse una dosificacion en 1 ml de soluciéon de NaCl isoténica y afiadirse 1.000 ml de liquido de hipodermoclisis o
inyectarse en el sitio de infusion propuesto (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 152 edicién,
pag. 1035-1038 y 1570-1580). Necesariamente se producira cierta variacion en la dosificacion dependiendo del
estado del sujeto sometido a tratamiento. La persona responsable de la administracion determinara, en cualquier
caso, la dosis apropiada para el sujeto individual. Por otra parte, para administracion humana, las preparaciones
deben reunir esterilidad, pirogenia y las normas generales de seguridad y pureza requeridas por las normas de FDA
Office of Biologics.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando los compuestos activos en la cantidad
requerida en el disolvente apropiado con los otros diversos ingredientes enumerados anteriormente, segin se
necesite, seguido por esterilizacion filtrada. En general, las dispersiones se preparan incorporando los diversos
ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los demas
ingredientes requeridos entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de preparacién son técnicas de secado al vacio y
liofilizacion que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una
solucién estéril filtrada previamente del mismo.

Las composiciones descritas en la presente memoria pueden formularse en forma neutra o de sal. Las sales
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farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion acida (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que estan formadas por acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o
acidos organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos
carboxilo libres también pueden obtenerse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio,
potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y
similares. Tras la formulacion, las soluciones se administrardn de una manera compatible con la formulacion de la
dosificaciéon y en una cantidad que sea terapéuticamente efectiva. Las formulaciones se administran facilmente en
diversas formas de dosificacion tales como soluciones inyectables, capsulas de liberacion de farmaco, y similares.

Tal como se usa en la presente memoria, "vehiculo" incluye cualquiera y la totalidad de disolventes, medios de
dispersion, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de
retraso de la absorcion, excipientes, modificadores de la fuerza idnica, tensioactivos, tampones, soluciones de
vehiculos, suspensiones, coloides y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticas
activas es bien conocido en la técnica. Salvo cuando algin medio o agente convencional sea incompatible con el
ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse en las
composiciones ingredientes activos suplementarios.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades y composiciones moleculares que no producen una
reaccion alérgica o desfavorable similar cuando se administran a un ser humano. La preparacién de una
composicion acuosa que contiene una proteina como ingrediente activo es bien conocida en la técnica.
Normalmente, dichas composiciones se preparan como inyectables, ya sea como soluciones liquidas o
suspensiones; también pueden prepararse formas sélidas adecuadas para solucién en, o suspension en, liquido
antes de la inyeccién. La preparacion puede estar también emulsionada.

Los procedimientos de formulacién son bien conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 192 edicion (1995). Las composiciones y
agentes proporcionados en la presente memoria pueden administrarse de acuerdo con los procedimientos de la
presente descripcion en cualquier régimen posoldgico terapéuticamente efectivo. La cantidad y la frecuencia de la
dosificacién se seleccionan de manera que se crea un nivel efectivo del agente sin efectos perjudiciales. La cantidad
efectiva de un compuesto de la presente descripcion dependera de la via de administracion, el tipo de animal de
sangre caliente tratado y las caracteristicas fisicas del animal de sangre caliente especifico en consideracion. Estos
factores y su relacion para determinar esta cantidad son bien conocidos para los expertos en las técnicas médicas.
Esta cantidad y el procedimiento de administracién pueden adaptarse para conseguir una eficacia 6ptima pero
dependeran de factores tales como el peso, la dieta, la medicacién concurrente y otros factores que los expertos en
las técnicas médicas reconoceran.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, las composiciones farmacéuticas pueden suministrarse por
nebulizadores intranasales, inhalacién y/o otros vehiculos de suministro de aerosoles. Los procedimientos para
suministrar composiciones de genes, polinucledtidos y péptido directamente a los pulmones por medio de
nebulizadores de aerosol nasales se ha descrito por ejemplo, en la patente de EE.UU. n° 5.756.353 y la patente de
EE.UU. n° 5.804.212. De forma similar, el suministro de farmacos usando resinas de microparticulas intranasales
(Takenaga y col., 1998) y compuestos de lisofosfatidil-glicerol (patente de EE.UU. n° 5.725.871) son también bien
conocidos en las técnicas farmacéuticas. De forma similar, el suministro de farmacos transmucoso en forma de una
matriz de soporte de politetrafluoroetileno se describe en la patente de EE.UU. n°® 5.780.045.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el suministro puede producirse mediante el uso de liposomas,
nanocapsulas, microparticulas, microesferas, particulas de lipidos, vesiculas, y similares, para la introduccion de las
composiciones de la presente descripcion en células hospedadoras adecuadas. En particular, las composiciones de
la presente descripcion pueden formularse para el suministro ya sea encapsulado en una particula de lipidos, un
liposoma, una vesicula, una nanoesfera, una nanoparticula o similares. La formulacién y el uso de dichos vehiculos
de suministro pueden realizarse usando técnicas conocidas y convencionales.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, los agentes proporcionados en la presente memoria pueden
unirse a un sustrato sélido farmacéuticamente aceptable, que incluye sustratos biocompatibles y biodegradables
tales como polimeros y matrices. Los ejemplos de dichos sustratos sélidos incluyen, sin limitacién, poliésteres,
hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(alcohol vinilico)), polilactidas (patente de EE.UU. n°
3.773.919), copolimeros de L-acido glutamico y y-etil-L-glutamato, acetato de viniletileno no degradable, copolimeros
de acido lactico-acido glicolico degradables tales como poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) y LUPRON DEPOT™
(microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida), acido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico, colageno, metal, hidroxiapatita, vidrio biolégico, aluminato, materiales bioceramicos y
proteinas purificadas.
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En una realizacion particular de la presente descripcion, el sustrato sélido comprende un polimero biodegradable tal
como el comercializado con el nombre de Atrigel® (QLT, Inc., Vancouver, B.C.). El sistema de suministro del farmaco
Atrigel® consiste en polimeros biodegradables disueltos en vehiculos biocompatibles. Las sustancias farmacéuticas
pueden combinarse en este sistema de suministro liquido en el momento de la fabricacion o, dependiendo del
producto, pueden ser afladidas mas tarde por el médico en el momento de la utilizaciéon. Cuando el producto liquido
se inyecta en el espacio subcutaneo a través de una aguja de pequefio calibre 0 se coloca en puntos de tejido
accesibles a través de una canula, el agua de los fluidos del tejido hace que el polimero precipite y atrapa el farmaco
en un implante sélido. A continuacién el farmaco encapsulado en el implante se libera de forma controlada a medida
que la matriz de polimero se biodegrada con el tiempo.

En realizaciones particulares de la presente descripcion, la cantidad del agente de la composicion de HRS
administrado estara comprendida en general entre 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 intravenosa.
En realizaciones particulares de la presente descripcion, la dosificacion es de 1 mg/kg o 5,0 mg/kg. Para seres
humanos, la dosificacion diaria usada puede estar comprendida desde aproximadamente 0,1 mg/kg a 0,5 mg/kg,
aproximadamente 1 mg/kg a 5 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg a 10 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg a 20
mg/kg, aproximadamente 20 mg/kg a 30 mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg a 50 mg/kg y aproximadamente 50
mg/kg a 100 mg/kg/24 horas.

En algunas realizaciones de la presente descripcién, se administra una composicién o agente en una dosificacion
Unica de 0,1 a 10 mg/kg o 0,5 a 15 mg/kg. En otras realizaciones de la presente descripcion, se administra una
composicion o agente en una dosificacion de 0,1 a 1 mg/kg/dia, 0,5 a 2 mg/kg/dia, o 5 a 20 mg/kg/dia, o
aproximadamente 20 a 80 mg/kg/dia, o aproximadamente 80 a 150 mg/kg/dia.

En varias realizaciones de la presente descripcion, la dosificacion es de aproximadamente 50-2.500 mg al dia, 100-
2.500 mg/dia, 300-1.800 mg/dia, o 500-1.800 mg/dia. En una realizacién de la presente descripcion, la dosificacion
esta entre aproximadamente 100 a 600 mg/dia. En otra realizacion de la presente descripcion, la dosificacion esta
entre aproximadamente 300 y 1.200 mg/dia. En realizaciones particulares de la presente descripcién, la composicion
0 agente se administra a una dosificacion de 100 mg/dia, 240 mg/dia 300 mg/dia, 600 mg/dia, 1.000 mg/dia, 1.200
mg/dia o 1.800 mg/dia, en una o mas dosis al dia (es decir, donde las dosis combinadas alcanzan la dosificacion
diaria deseada). En realizaciones relacionadas de la presente descripcion, la dosificacion es de 200 mg dos veces al
dia, 300 mg dos veces al dia, 400 mg dos veces al dia, 500 mg dos veces al dia, 600 mg dos veces al dia o0 700 mg
dos veces al dia, 800 mg dos veces al dia, 900 mg dos veces al dia 0o 1.000 mg dos veces al dia. En varias
realizaciones de la presente descripcion, la composicion o agente se administra en dosis Unica o repetida. La
dosificacién inicial y las dosificaciones posteriores pueden ser iguales o diferentes.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, la dosis total administrada puede ser de aproximadamente
0,001 mg, aproximadamente 0,005 mg, aproximadamente 0,01 mg, aproximadamente 0,05 mg, aproximadamente
0,1 mg, 0,5 mg, aproximadamente 1 mg, aproximadamente 2 mg, aproximadamente 3 mg, aproximadamente 4 mg,
aproximadamente 5 mg, aproximadamente 6 mg, aproximadamente 7 mg, aproximadamente 8 mg,
aproximadamente 9 mg, aproximadamente 10 mg, aproximadamente 20 mg, aproximadamente 30 mg,
aproximadamente 40 mg, aproximadamente 50 mg, aproximadamente 60 mg, aproximadamente 70 mg,
aproximadamente 80 mg, aproximadamente 90 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente 500 mg, 1.000
mg, aproximadamente 2.000 mg, aproximadamente 3.000 mg, aproximadamente 4.000 mg, aproximadamente 5.000
mg, aproximadamente 6.000 mg, aproximadamente 7.000 mg, aproximadamente 8.000 mg, aproximadamente 9.000
mg, aproximadamente 10.000 mg/intervalo de dosificacion (por ejemplo, cada 24 horas). En algunas realizaciones
de la presente descripcion, el intervalo de dosificacién puede ser una vez cada dia, una vez cada dos dias, una vez
cada tres dias, una vez cada cuatro dias, una vez cada cinco dias, una vez por 