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DESCRIPCION

16836, Un miembro de la familia de la fosfolipasa C humana y sus usos.
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos con el nimero
60/193.921 presentada el 31 de marzo de 2000.

Antecedentes de la invencion

La fosfolipasa especifica de fosfoinositidos (PI-PLC) media las acciones celulares de una diversidad de hormonas,
neurotransmisores y factores de crecimiento. La activaciéon de PI-PLC es una de las primeras respuestas a diversas
sefales extracelulares. La activaciéon dependiente de agonista de PI-PLC ocasiona la hidrélisis de fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato (PIP,) de la membrana, generando los segundos mensajeros inositol 1,4,5-trisfosfato (IP;) y diacilglice-
rol (DAG). El IP; se une a receptores intracelulares especificos para inducir la movilizacién de Ca®*, mientras que el
DAG media la activacién de una familia de isozimas de la proteina quinasa C. Este proceso catalitico se regula fuer-
temente por fosforilacion reversible y unién de proteinas reguladoras (Rhee et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:15045-
15048).

En mamiferos hay al menos seis isoformas diferentes de PI-PLC, que difieren en su estructura de dominios, regu-
lacién y distribucion tisular. Basdndose en el tamafio molecular, la inmuno-reactividad y la secuencia de aminoacidos,
se han clasificado varios subtipos. En general, la identidad de secuencia entre los subtipos es baja, aunque todas las
isoformas comparten dos dominios conservados que constituyen el dominio catalitico de PLC, denominado X e Y: la
region X abarca aproximadamente 170 restos y la region Y aproximadamente 260. El orden de estas dos regiones es
siempre igual (NH2-X-Y-COOH), pero la separacion es variable. En los subtipos de PLC-beta, los dominios X e Y
estdn separados por un tramo de 70-120 aminodcidos ricos en Ser, Thr y restos dcidos, mientras que sus 450 restos
C-terminales son ricos en restos basicos. En los subtipos de PLC-gamma, hay un inserto de mas de 400 restos que
contienen un dominio SH3 y dos dominios SH2. Las PLC muestran poca similitud en la regién N-terminal de 300
restos que precede al dominio X. Las PI-PLC tienen un dominio C2 C-terminal del dominio catalitico. Se cree que
el dominio C2 estd implicado en la unién de fosfolipidos dependiente de calcio (Rhee et al. (1997) J. Biol. Chem.
272:15045-15048).

Compendio de la invencién

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de un nuevo miembro de la familia de fosfolipasa C,
denominado en la presente memoria “16836”. La secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica 16836 se muestra
en la SEC ID N°: 1, y la secuencia de aminodcidos de un polipéptido 16836 se muestra en la SEC ID N°: 2. Ademas,
las secuencias de nucledtidos de la region codificante se representan en la SEC ID N°: 3.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién se refiere a una molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina
o polipéptido 16836, por ejemplo, una parte biolégicamente activa de la proteina 16836. En una realizacién preferida,
la molécula de dcido nucleico aislada codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos de la SEC ID
N°: 2. En otras realizaciones, la invencién proporciona moléculas de dcido nucleico de 16836 aisladas que tienen la
secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3, o la secuencia del inserto de ADN del plasmido
depositado con el Numero de Acceso de la ATCC 1774. En otras realizaciones, la invencién proporciona moléculas
de 4cido nucleico que son sustancialmente idénticas a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID N°: 1, SEC
ID N°: 3, o la secuencia del inserto de ADN del plasmido depositado con el Numero de Acceso de la ATCC 1774. En
otras realizaciones, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico que hibrida en las condiciones rigurosas
descritas en la presente memoria con una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos de
la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3, o la secuencia del inserto de ADN del pldsmido depositado con el Nimero de Acceso
de la ATCC 1774, donde el 4cido nucleico codifica una proteina 16836 de longitud completa o un fragmento activo de
la misma.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona ademds construcciones de 4cido nucleico que incluyen una
molécula de dcido nucleico 16836 descrita en la presente memoria. En ciertas realizaciones, las moléculas de dcido
nucleico de la invencién se unen operativamente a secuencias reguladoras nativas o heterélogas. También se incluyen
vectores y células hospedadoras que contienen las moléculas de 4cido nucleico 16836 de la invencidn, por ejemplo,
vectores y células hospedadoras adecuadas para producir moléculas de dcido nucleico y polipéptidos 16836.

En otro aspecto relacionado, la invencidn, proporciona fragmentos de 4cido nucleico adecuados como cebadores o
sondas de hibridacion para la deteccion de dcidos nucleicos que codifican 16836.

En otro aspecto relacionado, se proporcionan moléculas de dcido nucleico aisladas que son antisentido con respecto
a una molécula de acido nucleico que codifica 16836.
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En otro aspecto, la invencidn se refiere a polipéptidos 16836, y fragmentos biolégicamente activos o antigénicos de
los mismos que son ttiles, por ejemplo, como reactivos o dianas en ensayos aplicables al tratamiento y diagndstico de
trastornos relacionados o mediados por 16836. En otra realizacidn, la invencién proporciona polipéptidos 16836 que
tienen una actividad 16836. Son polipéptidos preferidos proteinas 16836 que incluyen al menos uno de: un dominio
de factor intercambiador de nucleétidos de guanina de Ras (RasGEF), un dominio “X” de fosfolipasa C especifico de
fosfatidilinositol, un dominio “Y” de fosfolipasa C especifico de fosfatidilinositol, un dominio C2 o un dominio de
asociacioén de Ras (RalGDS/AF-6) y, preferiblemente, que tienen actividad 16836, por ejemplo, una actividad 16836
como se describe en la presente memoria.

En otras realizaciones, la invencién proporciona polipéptidos 16836, por ejemplo, un polipéptido 16836 que tiene
la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 2 o la secuencia de aminodcidos codificada por el inserto
de ADNc del plasmido depositado con el Numero de Acceso de ATCC 1774; una secuencia de aminodcidos que es
sustancialmente idéntica a la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 2 o la secuencia de aminodcidos
codificada por el inserto de ADNc del plasmido depositado con el Nimero de Acceso de ATCC 1774; o una secuencia
de aminodcidos codificada por una molécula de dcido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos que hibrida
en las condiciones rigurosas descritas en la presente memoria con una molécula de dcido nucleico que comprende la
secuencia de nucleétidos de la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3, o la secuencia del inserto de ADN del plasmido depositado
por el Numero de Acceso de la ATCC 1774, donde el dcido nucleico codifica una proteina 16836 de longitud completa
o un fragmento activo de la misma.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona ademds construcciones de dcido nucleico que incluyen una
molécula de dcido nucleico de 16836 descrita en la presente memoria.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona polipéptidos 16836 o fragmentos unidos operativamente a
polipéptidos que no son 16836 para formar proteinas de fusion.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que reac-
cionan con, o mds preferiblemente se unen especificamente a polipéptidos 16836.

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos para seleccionar agentes, por ejemplo, compuestos, que modu-
lan la expresién o actividad de los polipéptidos o dcidos nucleicos de 16836.

En otro aspecto, la invencién proporciona un proceso para modular la expresién o actividad de polipéptidos o
dcidos nucleicos de 16836, por ejemplo, usando los compuestos seleccionados. En la descripcién también se incluyen
los métodos que implican el tratamiento de afecciones relacionadas con una actividad o expresién aberrante de los
polipéptidos o acidos nucleicos de 16836, tales como afecciones que implican una proliferacién o diferenciacién
celular aberrante o deficiente.

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos para modular la actividad de una célula que expresa 16836, por
ejemplo, una célula hiperproliferativa o aberrante que expresa 16836. El método incluye poner en contacto la célula
con un compuesto (por ejemplo, un compuesto identificado usando los métodos descritos en la presente memoria) que
modula la actividad, o expresién, del polipéptido o 4dcido nucleico de 16836, modulando de esta manera la actividad
celular. Preferiblemente, la actividad de la célula se modula inhibiendo la proliferacién o induciendo la diferenciacién
o destruccidn de la célula que expresa 16836.

En una realizacién preferida, la etapa de contacto es eficaz in vitro o ex vivo. En otras realizaciones, la etapa de
contacto se realiza in vivo, por ejemplo, en un sujeto (por ejemplo, un mamifero, por ejemplo, un ser humano), como
parte de un protocolo terapéutico o profilactico.

En una realizacion preferida, la célula que expresa 16836 se encuentra en un tejido o célula cancerosa, por ejemplo
un tumor sélido, o un tumor de tejido blando, o una lesién metastasica. En un ejemplo, la célula que expresa 16836 se
encuentra en un tejido canceroso del pulmén, colon o mama.

En otras realizaciones, la célula que expresa 16836 es una célula sea (por ejemplo un osteoclasto), una célula
cerebral, una célula testicular, una célula cardiaca, una célula de musculo esquelético o una célula inmune, por ejemplo,
una célula de un linaje mieloide, linfoide o eritroide, o una célula precursora de la misma.

En una realizacion preferida, el agente, por ejemplo, el compuesto, es un inhibidor de un polipéptido 16836. Pre-
feriblemente, el inhibidor se elige entre un péptido, un fosfopéptido, un peptidomimético, por ejemplo un andlogo de
fosfonato de un sustrato peptidico, una molécula orgdnica pequefia, una molécula inorgdnica pequefa y un anticuerpo
(por ejemplo, un anticuerpo conjugado con un resto terapéutico seleccionado entre una citotoxina, un agente citotéxico
y un ion metdlico radiactivo).

En una realizacion preferida, el agente, por ejemplo, el compuesto, es un inhibidor de un 4cido nucleico de 16836,
por ejemplo, una molécula antisentido, una ribozima o una molécula en triple hélice.

En una realizacién preferida, el agente, por ejemplo, el compuesto, se administra en combinacién con un agente
citotéxico. Los ejemplos de agentes citotdxicos incluyen agentes anti-microtibulos, un inhibidor de la topoisomerasa

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 328 448 T3

I, un inhibidor de la topoisomerasa II, un antimetabolito, un inhibidor mitético, un agente alquilante, un agente inter-
calante, un agente capaz de interferir con una ruta de transduccién de sefiales, un agente que promueve la apoptosis o
necrosis, y radiacién.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para tratar o prevenir, en un sujeto, un trastorno caracterizado
por la actividad o expresion aberrante de un dcido nucleico o polipéptido 16836. En una realizacién, el método incluye
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un agente, por ejemplo, un compuesto que modula la actividad o expresién
de un polipéptido o dcido nucleico de 16836 de tal forma que se mejore o prevenga el trastorno.

En una realizacién preferida, el trastorno es un trastorno de proliferacién o diferenciacién celular, por ejemplo,
céncer de pulmoén, cincer de colon o cdncer de mama.

En una realizacién preferida, el sujeto es un ser humano. Por ejemplo, el sujeto es un ser humano que padece o tiene
riesgo de padecer un trastorno de proliferacién y/o diferenciacién celular como se describe en la presente memoria.
En otras realizaciones, el sujeto es un ser humano que padece o con riesgo de padecer un trastorno ¢seo, un trastorno
cerebral, un trastorno cardiovascular, un trastorno reproductivo, un trastorno del musculo esquelético o un trastorno
inmune como se describe en la presente memoria.

En una realizacién preferida, el agente, por ejemplo, el compuesto, es un péptido, un fosfopéptido, una molécula
pequefia, un anticuerpo o cualquier combinacion de los mismos. En otra realizacion, el agente es una molécula an-
tisentido, una ribozima, una molécula en triple hélice, un 4cido nucleico de 16836 o cualquier combinacién de los
mismos.

En una realizacién preferida, el agente, por ejemplo, el compuesto, se administra en combinacién con un agente
citotéxico. Los ejemplos de agentes citotdxicos incluyen agentes anti-microtibulos, un inhibidor de la topoisomerasa
I, un inhibidor de la topoisomerasa II, un antimetabolito, un inhibidor mitético, un agente alquilante, un agente inter-
calante, un agente capaz de interferir con una ruta de transduccién de sefiales, un agente que promueve la apoptosis o
necrosis, y radiacion.

La invencién también proporciona ensayos para determinar la actividad o la presencia o ausencia de polipéptidos
o moléculas de 4cido nucleico de 16836 en una muestra bioldgica, incluyendo para el diagndstico de enfermedades.
Preferiblemente, la muestra bioldgica incluye una célula o tejido canceroso o precanceroso. Por ejemplo, el tejido
canceroso puede ser un tumor sélido, un tumor de tejido blando, o una lesién metastdsica. En un ejemplo, el tejido
canceroso procede del pulmén, colon, o mama. En otras realizaciones, la muestra bioldgica contiene una célula dsea
(por ejemplo un osteoclasto), una célula cerebral, una célula testicular, una célula cardiaca, una célula de musculo
esquelético o una célula inmune, por ejemplo, una célula de un linaje mieloide, linfoide, o eritroide, o una célula
precursora de la misma.

En otro aspecto, la invencion proporciona ensayos para determinar la presencia o ausencia de una alteracién gené-
tica en una molécula de polipéptido o de dcido nucleico de 16836, incluyendo para el diagndstico de enfermedades.
Preferiblemente, la muestra bioldgica incluye una célula o tejido canceroso o precanceroso. Por ejemplo, el tejido
canceroso puede ser un tumor sélido, un tumor de tejido blando, o una lesién metastasica. En un ejemplo, el teji-
do canceroso procede del pulmoén, colon, o mama. En otras realizaciones, la muestra bioldgica contiene una célula
dsea (por ejemplo, un osteoclasto), una célula cerebral, una célula testicular, una célula del musculo esquelético o
una célula inmune, por ejemplo, una célula de un linaje mieloide linfoide o eritroide, o una célula precursora de la
misma.

En otro aspecto, la invencidn, se refiere a un método de diagndstico o de determinacién del estadio de un trastorno
mediado por 16836, por ejemplo, un trastorno de proliferacion y/o diferenciacion celular, en un sujeto. E1 método
incluye evaluar la expresién o actividad de un dcido nucleico o polipéptido 16836, diagnosticando o determinando
el estadio del trastorno de esta manera. En una realizacién preferida, la expresion o actividad se compara con un
valor de referencia, por ejemplo, una diferencia en el nivel de expresion o actividad del dcido nucleico o polipép-
tido 16836 con respecto a un sujeto normal o a un grupo de sujetos normales indica el trastorno o el estadio del
trastorno.

En una realizacion preferida, el sujeto es un ser humano. Por ejemplo, el sujeto es un ser humano que padece
o tiene riesgo de padecer un trastorno de proliferaciéon y/o diferenciacion celular como se describe en la presente
memoria.

En una realizacion, la etapa de evaluacién se realiza in vitro o ex vivo. Por ejemplo, se obtiene una muestra, por
ejemplo, una muestra de sangre o tejido, una biopsia, del sujeto. Preferiblemente, la muestra contiene una célula
cancerosa.

También se incluye en la descripcién que la etapa de evaluacién se realiza in vivo. Por ejemplo, por medio de la
administracién al sujeto de un agente marcado de forma detectable que interacciona con el 4cido nucleico o polipéptido
asociado con 16836, de tal forma que se genere una sefial relativa al nivel de actividad o expresién del 4cido nucleico
o polipéptido 16836.
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En realizaciones preferidas, el método se realiza: sobre una muestra de un sujeto, una muestra de un ser humano;
por ejemplo, una muestra de un paciente que padece o tiene riesgo de padecer un trastorno de proliferacién y/o
diferenciacion celular como se describe en la presente memoria; para determinar si el individuo del que se recogid
el dcido nucleico o la proteina diana debe recibir un farmaco u otro tratamiento; para diagnosticar en un individuo
un trastorno o la predisposicién a la resistencia al tratamiento o para determinar el estadio de una enfermedad o
trastorno.

En otro aspecto adicional, la invencién proporciona métodos para evaluar la eficacia de un tratamiento de un
trastorno, por ejemplo, un trastorno de proliferacién y/o diferenciacién celular, por ejemplo, un cincer. El método
incluye: tratar a un sujeto, por ejemplo, a un paciente o un animal, con un protocolo bajo evaluacién (por ejemplo,
tratando a un sujeto con uno o mds de: quimioterapia, radiacién y/o un compuesto identificado usando los métodos
descritos en la presente memoria); y evaluar la expresién de un 4dcido nucleico o polipéptido 16836 antes y después
del tratamiento. Un cambio, por ejemplo, una reduccién o aumento en el nivel de un dcido nucleico (por ejemplo un
ARNmMm) o polipéptido 16836 después de tratamiento, con respecto al nivel de expresion previo al tratamiento, indica
la eficacia del tratamiento del trastorno.

En una realizacién preferida, la etapa de evaluacién incluye obtener una muestra (por ejemplo una muestra de
tejido, por ejemplo una biopsia o una muestra de fluido) a partir del sujeto, antes y después del tratamiento y comparar
el nivel de expresién de un 4cido nucleico (por un ejemplo un ARNm) o polipéptido 16836 antes y después del
tratamiento.

En otro aspecto, la invencion proporciona métodos para evaluar la eficacia de un agente terapéutico o profilactico
(por ejemplo un agente anti-neoplésico). El método incluye: poner en contacto una muestra con un agente (por ejemplo,
un compuesto identificado usando los métodos descritos en la presente memoria, un agente citotéxico) y evaluando la
expresion o actividad de un 4cido nucleico o polipéptido 16836 en la muestra antes y después de la etapa de contacto.
Un cambio, por ejemplo, una reduccién o aumento del nivel de dcido nucleico (por ejemplo ARNm) o polipéptido
16836 en la muestra obtenida después de la etapa de contacto, con respecto al nivel de expresion en la muestra antes
de la etapa de contacto, indica la eficacia del agente. El nivel de expresion de dcido nucleico o polipéptido 16836
puede detectarse por cualquier método descrito en la presente memoria.

En una realizacién preferida, la muestra incluye células obtenidas a partir de un tejido canceroso donde se obtiene
un polipéptido o dcido nucleico de 16836.

En una realizacion preferida, la muestra es una muestra de tejido (por ejemplo una biopsia), un fluido corporal, una
célula cultivada (por ejemplo, una linea de células tumorales).

En otras realizaciones, la muestra incluye una célula ésea (por ejemplo un osteoclasto), una célula testicular, una
célula cardiaca, una célula de misculo esquelético o una célula inmune, por ejemplo, una célula de un linaje mieloide,
linfoide o eritroide, o una célula precursora de la misma.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para identificar un agente que modula actividad o expresion de
un polipéptido o acido nucleico de 16836. El método incluye las etapas de: poner en contacto el polipéptido o acido
nucleico de 16836 con un agente; y determinar el efecto del agente sobre la actividad o expresion del polipéptido
o dcido nucleico. En una realizacién, el método incluye poner en contacto un polipéptido 16836 con el agente y
determinar el efecto del agente sobre la capacidad del polipéptido 16836 para catalizar la hidrélisis de fosfatidilinositol.
En otra realizacién, el método incluye poner en contacto un polipéptido 16836 con el agente y determinar el efecto
del agente sobre la capacidad del polipéptido 16836 de asociarse con una proteina Ras. En otra realizacién, el método
incluye poner contacto un polipéptido 16836 con el agente y determinar el efecto del agente sobre la capacidad del
polipéptido 16836 de mediar la actividad de intercambio de nucleétidos de guanina. El agente puede ser un péptido, un
fosfopéptido, una molécula pequefia, un anticuerpo o cualquier combinacién de los mismos. Ademads, el agente puede
ser una molécula antisentido, una ribozima, una molécula de triple hélice, un acido nucleico de 16836 o cualquier
combinacién de los mismos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion serdn evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y a
partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1J representan una secuencia de ADNc (SEC ID N°: 1) y la secuencia de aminodcidos prevista
(SECID N°: 2) de 16836 humano. La fase de lectura abierta iniciada con metionina de 16836 humano (sin las regiones
5’ y 3’ no traducidas) se muestra como secuencia codificante SEC ID N°: 3.

La Figura 2 representa un gréfico de hidropatia de 16836 humano. Los restos hidr6fobos relativos se muestran
encima de la linea horizontal de trazos, y los restos hidréfilos relativos estdn debajo de la linea horizontal de trazos.
Los restos de cisteina (cys) se indican por lineas verticales cortas justo debajo del grafico de hidropatia. Se indican los
nimeros correspondientes a la secuencia de aminoédcidos de polipéptido 16836 humano. Los polipéptidos de la inven-
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ci6n incluyen fragmentos que incluyen: todo o parte de una secuencia hidréfoba, es decir, una secuencia por encima de
la linea de trazos, por ejemplo, la secuencia desde aproximadamente el aminoédcido 200-230, desde aproximadamente
430-450, y desde aproximadamente 830-840 de la SEC ID N°: 2; todo o parte de una secuencia hidrdéfila, es decir,
una secuencia por debajo de la linea de trazos, por ejemplo, la secuencia desde aproximadamente el aminodcido 330-
350, desde aproximadamente 610-630, y desde aproximadamente 1120-1140 de la SEC ID N°: 2; una secuencia que
incluye una Cys, o un sitio de glicosilacion.

La Figura 3A representa un alineamiento del dominio del factor intercambiador de nucleétidos de guanina de Ras
(RasGEF) de 16836 humano con una secuencia de aminodcidos consenso procedente de un modelo oculto de Markov
(HMM) de SMART. La secuencia superior es la secuencia de aminoacidos consenso (SEC ID N°: 4), mientras que la
secuencia de aminodcidos inferior corresponde a los aminodcidos 35-338 de la SEC ID N°: 2.

La Figura 3B representa un alineamiento del dominio PI-PLC-X de 16836 humano con una secuencia de amino4-
cidos consenso procedente de un modelo oculto de Markov (HMM) de PFAM. La secuencia superior es la secuencia
de aminodcidos consenso (SEC ID N°: 5), mientras que la secuencia de aminodcidos inferior corresponde a los ami-
nodcidos 900-1048 de 1la SEC ID N°: 2.

La Figura 3C representa un alineamiento del dominio PI-PLC-Y de 16836 humano con una secuencia de aminoa-
cidos consenso procedente de un modelo oculto de Markov (HMM) de PFAM. La secuencia superior es la secuencia
de aminodacidos consenso (SEC ID N°: 6), mientras que la secuencia de aminodcidos inferior corresponde a los ami-
nodcidos 1171-1184 de la SEC ID N°: 2.

La Figura 3D representa un alineamiento del dominio PI-PLC-Y de 16836 humano con una secuencia de aminoa-
cidos consenso procedente de un modelo oculto de Markov (HMM) de PFAM. La secuencia superior es la secuencia
de aminodcidos consenso (SEC ID N°: 7), mientras que la secuencia de aminodacidos inferior corresponde a los ami-
nodcidos 1261-1353 de la SEC ID N°: 2.

La Figura 3E representa un alineamiento del dominio C2 de 16836 humano con una secuencia de aminodcidos
consenso procedente de un modelo oculto de Markov (HMM) de PFAM. La secuencia superior es la secuencia de
aminodcidos consenso (SEC ID N°: 8), mientras que la secuencia de aminodcidos inferior corresponde a los amino4-
cidos 1378-1460 de la SEC ID N°: 2.

La Figura 3F representa un alineamiento del dominio de asociacién de Ras (RalGDS/AF-6) de 16836 humano con
una secuencia de aminodcidos consenso procedente de un modelo oculto de Markov (HMM) de PFAM. La secuencia
superior es la secuencia de aminoacidos consenso (SEC ID N°: 9), mientras que la secuencia de aminoécidos inferior
corresponde a los aminoécidos 1640-1745 de la SEC ID N°: 2.

La Figura 4 es un gréfico de barras que representa la expresion del ARN de 16836 en un panel de tejidos humanos
normales, incluyendo células 6seas, higado fetal, médula 6sea, traquea, piel, misculo esquelético, testiculos, detectado
usando el anélisis TagMan.

La Figura 5 es un grafico de barras que representa la expresién del ARN de 16836 en un panel de células pul-
monares normales y células de tumor de pulmén, con respecto a células normales. La expresion se detectd usando el
analisis TagMan.

La Figura 6A es un grifico de barras que representa la asociacién de los niveles de expresién de 16836 con
mutaciones de kras en muestras de tumor (T) y normales (N). Las columnas indicadas como “GTT” corresponden
a muestras de kras mutante, mientras que las columnas indicadas como “GGT” corresponden a muestras de tipo
silvestre. La expresion se detectd usando el andlisis TagMan.

La Figura 6B es un grafico de barras que representa la correlacion de la expresién de 16836 y mutaciones de kras
en lineas de células tumorales. Las columnas indicadas como “kras” corresponden a muestras con kras mutante; las
columnas indicadas como “wt” corresponden a muestras de tipo silvestre. La expresion se detect6 usando el anélisis
TagMan.

La Figura 7 es un gréfico de barras que representa la expresion de 16836 en tejidos de mama, pulmoén, colon e
higado normales y malignos.

La Figura 8 es un grafico de barras que representa la expresién de 16836 en muestras de tejido de mama normal
y maligno, incluyendo carcinoma ductal infiltrante (IDC), carcinoma ductal (DC), carcinoma lobular invasivo (ILC) y
carcinoma ductal in situ (DCIS).

La Figura 9 es un grifico de barras que representa la expresion de 16836 en lineas de células cancerosas, incluyendo
lineas de células de cancer de mama humano, lineas de células de cancer de colon humano y lineas de células de cdncer
de pulmén humano.
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Descripcion detallada

La secuencia de 16836 humano (Figs. 1A-1J; SEC ID N°: 1), que tiene una longitud de aproximadamente 10.172
nucledtidos incluyendo regiones no traducidas, contiene una secuencia codificante prevista de aproximadamente 5.430
nucledtidos, incluyendo el codon de terminacion (nucleétidos indicados como codificantes de la SEC ID N° 1 en
las Figs. 1A-1J; SEC ID N°: 3). La secuencia codificante incluye una proteina de 1809 aminodcidos (SEC ID N°:
2).

16836 humano contiene las siguientes regiones o caracteristicas estructurales: un dominio de factor intercam-
biador de nucledtidos de guanina de Ras (RasGEF) (Fig. 3A; identificador SMART RasGEF) localizado aproxima-
damente en los restos aminoacidicos 35-338 de la SEC ID N° 2; un dominio “X” de fosfolipasa C especifica de
fosfatidilinositol (PI-PLC-X) (Fig. 3B; Acceso PFAM PF00388) localizado aproximadamente en los restos aminoa-
cidicos 900-1048 de la SEC ID N°: 2; un dominio “Y” de fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol (PI-PLC-
Y) (Figs. 3C y 3D; Acceso PFAM PF00387) localizado aproximadamente en los restos aminoacidicos 1171-1184 y
1261-1353 de la SEC ID N°: 2; un dominio C2 (Fig. 3E; Acceso PFAM PF00168) localizado aproximadamente en
los restos aminoacidicos 1378-1460 de la SEC ID N°: 2; y un dominio de asociacién a Ras (RalGDS/AF-6) (RA)
(Fig. 3F; Acceso PFAM PF00788) localizado aproximadamente en los restos aminoacidicos 1640-1745 de la SEC ID
Ne°: 2;

La proteina 16836 también incluye los siguientes dominios: 16 sitios de N-glicosilacién previstos (PS00001) lo-
calizados aproximadamente en los aminodcidos 285-288, 300-303, 395-398, 419-422, 583-586, 719-722, 752-755,
764-767, 770-773, 784-787, 817-820, 1115-1118, 1191-1194, 1224-1227, 1450-1453 y 1498-1501 de la SEC ID N°:
2; seis sitios de fosforilacion de proteina quinasa dependiente de AMPc y GMPc (PS00004) localizados aproxima-
damente en los aminodcidos 303-306, 559-562, 1162-1165, 1277-1280, 1707-1710 y 1764-1767 de la SEC ID N*:
2; 30 sitios de fosforilacién de proteina quinasa C previstos (PS00005) localizados aproximadamente en los aminoa-
cidos 160-162, 177-179, 180-182, 268-270, 301-303, 306-308, 342-344, 384-386, 410-412, 501-503, 562-564, 571-
573, 590-592, 613-615, 653-655, 686-688, 733-735, 736-738, 964-966, 1195-1197, 1203-1205, 1227-1229, 1258-
1260, 1280-1282, 1492-1494, 1520-1522, 1705-1707, 1711-1713, 1715-1717 y 1769-1771 de la SEC ID N°: 2; 37
sitios de fosforilacién de caseina quinasa II previstos (PS00006) localizados aproximadamente en los aminodcidos
124-127173-176180-183190-193239-242251-254268-271290-293, 295-298, 306-309, 323-326, 437-440, 607-610,
626-629, 721-724, 736-739, 754-757, 766-769, 819-822, 849-852, 889-892, 927-930, 1054-1057, 1102-1105, 1117-
1120, 1216-1219, 1230-1233, 1238-1241, 1266-1269, 1299-1302, 1364-1367, 1618-1621, 1638-1641, 1667-1670,
1749-1752, 1790-1793 y 1800-1803 de la SEC ID N°: 2; 16 sitios de N-miristoilacién previstos (PS00008) locali-
zados aproximadamente en los aminodcidos 71-76, 146-151, 264-269, 338-343, 416-421, 484-489, 587-592, 705-
710, 820-825, 1194-1199, 1209-1214, 1234-1239, 1501-1506, 1541-1546, 1756-1761 y 1797-1802 de la SEC ID N°:
2; un sitio de amidacién previsto (PS00009) localizado aproximadamente en los aminodcidos 557-560 de la SEC
ID N° 2; y un dominio de superenrollamiento previsto aproximadamente en los aminoacidos 874-901 de la SEC
ID N°: 2.

Si se desea informacién general con respecto a los identificadores PFAM, nimeros de identificaciéon de dominio de
prefijo PS y prefijo PF, véase Sonnhammer ef al. (1997) Protein 28: 405-420 y http://www.psc.edu/general/software/
packages/pfam/pfam.html.

Un plasmido que contenia la secuencia de nucledtidos que codificaba 16836 humano (clon “Fbh16836FL”) se
deposité en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-
2209, el 19 de abril de 2000 y se le asign6 el Niumero de Acceso 1774. Este depdsito se mantendra bajo los términos
del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos para los Propdsitos
de Procedimientos de Patente. Este depdsito se realizé simplemente por conveniencia de los especialistas en la técnica
y no es una admisién de que se necesita un depésito segin 35 U.S.C. §112.

TABLA 1

Resumen de Informacion de Secuencia para 16836

ADNc ORF Polipéptido |Figura Namero de Acceso de la ATCC

SEC IDN% 1. {SEC IDN® 3.|SEC ID N° 2. | Figs.1A-1J 1774
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TABLA 2
Resumen de dominios de 16836

Dominio Localizacion en la SEC ID N°: 2

RasGEF aproximadamente los restos aminoacidicos 35-338 de la SEC
ID N°: 2

PI-PLC-X aproximadamente los restos aminoacidicos 900-1048 de la
SECID N©®; 2

PI-PLC-Y aproximadamente los restos aminoacidicos 1171-1184 y 1261-

1353 de la SEC ID N°: 2

C2 aproximadamente los restos aminoacidicos 1378-1460 de la
SEC ID N°:; 2

Asociacion de Ras |aproximadamente los restos aminoacidicos 1640-1745 de la
(RA) SEC ID N°: 2

La proteina 16836 contiene un niimero significativo de caracteristicas estructurales en comin con miembros de
la familia de la fosfolipasa C. El término “familia”, cuando hace referencia a las moléculas de proteina y de acido
nucleico de la invencidn, se refiere a dos o mds proteinas o moléculas de acido nucleico que tienen un dominio
0 motivo estructural comun y que tienen una homologia de secuencias de aminodcidos o de nucleétidos suficiente
como se define en la presente memoria. Estos miembros de la familia pueden ser naturales o no naturales y pueden
proceder de la misma especie o de especies diferentes. Por ejemplo, una familia puede contener una primera proteina
de origen humano asi como otras proteinas distintas de origen humano o, como alternativa, puede contener homdlogos
de origen no humano, por ejemplo, proteinas de rata o de ratén. Los miembros de una familia también pueden tener
caracteristicas funcionales comunes.

Los miembros de la familia de proteinas conocidas como fosfolipasa C especifica de fosfoinositido (PI-PLC) se
caracterizan por una secuencia de aminodcidos que cataliza la hidr6lisis de fosfatidil-inositol-4,5-bisfosfato (PIP,)
para generar los segundos mensajeros inositol 1,4,5-trisfosfato (IP;) y diacilglicerol (DAG). El IP; puede difundirse al
interior al interior de la superficie del reticulo endopldsmico donde se puede unir a un receptor de IP;, induciendo la li-
beracién de Ca®* desde las reservas intracelulares al citoplasma. DAG permanece en la membrana celular donde puede
servir para activar la enzima proteina quinasa C. Tanto la liberacién de Ca®* como la activacién de la proteina quinasa
C estan implicadas en acontecimientos celulares tales como proliferacion, diferenciacion, secrecién y migracion.

Los miembros de la familia de PI-PLC generalmente comparten uno o mds de los siguientes dominios: un dominio
PI-PLC-X; un dominio PI-PLC-Y; y un dominio C2. Un dominio PI-PLC-X es un subdominio de PI-PLC que, junto
con un subdominio de PI-PLC-Y, constituye el sitio catalitico de una fosfolipasa, por ejemplo, un dominio que cataliza
la hidrdlisis de fosfatidilinositol. Un dominio C2 es un dominio que puede mediar la unién a fosfolipidos dependiente
de calcio.

La estructura del dominio de 16836 es similar a la estructura del dominio de una proteina codificada por el gen de
C. elegans PLC210 (Shibatohge et al. (1998) J. Biol. Chem. 273:6218-6222). PLC210 se aisl6 en una seleccién doble
hibrido de levadura para efectores de la funcion de ras. PLC210 se une preferiblemente a ras unido a GTP (activo),
lo que sugiere que funciona en la propagacién o amplificacién de sefiales para la proliferacion celular. Ademds de
un papel para 16836 y PLC210 como efectores de ras, su pertenencia a la familia PI-PLC también sugiere un papel
funcional para la proteina en la sefializacién de proliferacion.

16836 y PLC210 parecen contener dominios no encontrados en miembros de las tres clases conocidas de PI-
PLC. En primer lugar, la regién N terminal lleva un dominio, un dominio del factor intercambiador de nucleétidos
de guanina de Ras (RasGEF), homélogo a una familia de factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina para
ras. En segundo lugar, la regiéon C terminal contiene una estructura para la unién de ras, un dominio de asociacién
a ras (RA). Un dominio RA es un dominio que puede mediar la unién a una proteina ras. El dominio RA se asocia
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preferentemente con un ras activado, por ejemplo el dominio RA puede asociarse especificamente con ras unido a GTP.
Ademis, el dominio RA interacciona con la regién efectora de ras. De esta manera, 16836 y PLC210 comprenden una
nueva clase de PI-PLC.

Ras puede regular la actividad de 16836 modulando uno o mas de: (1) una activacién de la actividad de 16836; o
(2) una translocacién inducida por ras de 16836 a un compartimento de membrana especifico que contiene sustratos
sobre los que puede actuar 16836. La mayor velocidad de renovacién de fosfoinositido observada en las células
transformadas con ras sugiere una estimulacién persistente de PI-PLC por ras activado. Ademads, los anticuerpos anti-
PI-PLC inhiben la mitogénesis inducida por ras. De esta manera, la regulacion de PI-PLC por ras puede participar en
el control de la proliferacién y/o diferenciacién celular.

Una molécula 16836 puede incluir un dominio “del factor intercambiador de nucleétidos de guanina de Ras (Ras-
GEF)” o regiones homdlogas con un dominio “RasGEF”.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “dominio de RasGEF” incluye una secuencia de aminodcidos
de aproximadamente 50-400 restos aminoacidicos de longitud y que tiene una puntuacién bit score para el alinea-
miento de la secuencia en el perfil del dominio RasGEF (SMART HMM) de al menos 5. Preferiblemente, un dominio
RasGEF incluye al menos aproximadamente 80-350 aminodcidos, mds preferiblemente aproximadamente 150-325
restos aminoacidicos, o aproximadamente 250-320 aminodcidos y tiene una puntuacién bit para el alineamiento de la
secuencia con el dominio RasGEF (HMM) de al menos 15 o mayor. Al dominio RasGEF (HMM) se le ha asignado
el identificador SMART RasGEF (http://smart.embl-heidelberg.de/). Al dominio RasGEF (HMM) se le ha asignado
el Nimero de Acceso de PFAM PF00617 (http;//genome.wustl.edu/Pfam/.html). En la Figura 3A se representa un
alineamiento del dominio RasGEF (aminodcidos 35-338 de la SEC ID N°: 2) de 16836 humano con una secuencia de
aminodcidos consenso (SEC ID N°: 4) procedente de un modelo oculto de Markov.

En una realizacién preferida, el polipéptido o proteina 16836 de la descripcidn tiene un “dominio RasGEF” o una
regién que incluye al menos aproximadamente 80-350, mds preferiblemente aproximadamente 150-325 o 250-320
restos aminoacidicos y tiene al menos una homologia de aproximadamente 50%, 60%, 70% 80% 90% 95%, 99% o
100% con un “dominio RasGEF” por ejemplo un dominio RasGEF de 16836 humano (por ejemplo los restos 35-338
de la SEC ID N°: 2).

Un polipéptido 16836 de la descripcién puede incluir ademds un “dominio PI-PLC-X" o regiones homélogas a un
“dominio PI-PLC-X".

Como se usa en la presente memoria, la expresion “dominio PI-PLC-X" incluye una secuencia de aminodcidos de
aproximadamente 30-250 restos aminoacidicos de longitud y que tiene una puntuacién bit score para el alineamiento
de la secuencia con el perfil del dominio PI-PLC-X (PFAM HMM) de al menos 50. Preferiblemente, un dominio
PI-PLC-X incluye al menos aproximadamente 100-220 aminoécidos, mas preferiblemente aproximadamente 120-
200 restos aminoacidicos, o aproximadamente 130-170 aminodcidos y tiene valor de bit score para el alineamiento
de la secuencia con el dominio PI-PLC-X (HMM) de al menos 240 o mayor. Al dominio PI-PLC-X (HMM) se
le ha asignado el Numero de Acceso de PFAM PF00388 (http;//genome.wustl.edu/Pfam/.html). En la Figura 3B se
representa un alineamiento del dominio PI-PLC-X (aminoécidos 900-1048 de la SEC ID N°: 2) de 16836 humano con
una secuencia de aminoacidos consenso (SEC ID N°: 5) procedente de un modelo oculto de Markov.

En una realizacién preferida, el polipéptido o proteina 16836 de la descripcidn tiene un “dominio PI-PLC-X” o
una regién que incluye al menos aproximadamente 100-220, mds preferiblemente aproximadamente 120-200 o 130-
170 restos aminoacidicos y tiene al menos una homologia de aproximadamente 50%, 60%, 70% 80% 90% 95%., 99%
0 100% con un “dominio PI-PLC-X", por ejemplo el dominio PI-PLC-X de 16836 humano (por ejemplo los restos
900-1048 de la SEC ID N°: 2).

Una molécula 16836 de la descripcion puede incluir ademds un “dominio PI-PLC-Y” o regiones homdlogas con
un “dominio PI-PLC-Y"".

Como se usa en la presente memoria, la expresién “dominio PI-PLC-Y” incluye una secuencia de aminodcidos de
aproximadamente 40-300 restos aminoacidicos de longitud y que tiene una puntuacién bit score para el alineamiento
de la secuencia con el perfil del dominio PI-PLC-Y (PFAM HMM) de al menos 10. Preferiblemente, un dominio PI-
PLC-Y incluye al menos aproximadamente 60-260 aminoacidos, mas preferiblemente aproximadamente 80-250 restos
aminoacidicos, o aproximadamente 90-200 amino4cidos y tiene valor de bit score para el alineamiento de la secuencia
con el dominio PI-PLC-X (HMM) de al menos 140 o mayor. Al dominio PI-PLC-Y (HMM) se le ha asignado el
Niimero de Acceso de PFAM PF00387 (http;//genome.wustl.edu/Pfam/.html). En las Figuras 3C y 3D se representan
los alineamientos de los dominios PI-PLC-Y (aminoécidos 1171-1184 y 1261-1353 de la SEC ID N°: 2) de 16836 con
secuencias de aminodcidos consenso (SEC ID N°: 6 y SEC ID N°: 7) procedentes de un modelo oculto de Markov.

En una realizacién preferida, el polipéptido o proteina 16836 de la descripcidn tiene un “dominio PI-PLC-Y” o
una regién que incluye al menos aproximadamente 60-260, mds preferiblemente aproximadamente 80-250 o 90-200
restos aminoacidicos y tiene al menos una homologia de aproximadamente 50%, 60%, 70% 80% 90% 95%, 99% o
100% con un “dominio PI-PLC-Y”, por ejemplo un PI-PLC-Y de 16836 humano (por ejemplo los restos 1171-1184 y
1261-1353 de la SEC ID N°: 2).
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Una molécula de 16836 de la descripcién puede incluir ademds un “dominio C2” o regiones homdlogas con un
“dominio C2”.

Como se usa en este documento, la expresion “dominio C2” incluye una secuencia de aminodcidos de aproxi-
madamente 20-200 restos aminoacidicos de longitud y que tiene una puntuacién bit score para el alineamiento de la
secuencia con el perfil del dominio C2 (PFAM HMM) de al menos 15. Preferiblemente, un dominio C2 incluye al
menos aproximadamente 50-120 aminoacidos, mas preferiblemente aproximadamente 70-100 restos aminoacidicos,
o aproximadamente 80-90 aminodcidos y tiene una puntuacion bit score para el alineamiento de la secuencia con el
dominio C2 (HMM) de al menos 35 o mayor. Al dominio C2 (HMM) se le ha asignado el Numero de Acceso de
PFAM PF00618 (http;//genome.wustl.edu/Pfam/.html). En la Figura 3E se representa un alineamiento del dominio C2
(aminodcidos 1378-1460 de la SEC ID N°: 2) de 16836 humano con una secuencia de aminoacidos consenso (SEC ID
N°: 8) procedente de un modelo oculto de Markov.

En una realizacién preferida, el polipéptido o proteina 16836 de la descripcién tiene un “dominio C2” o una
region que incluye al menos aproximadamente 50-120, mas preferiblemente aproximadamente 70-100 u 80-90 restos
aminoacidicos y tiene al menos una homologia de aproximadamente 50%, 60%, 70% 80% 90% 95%, 99% o 100%
con un “dominio C2” por ejemplo un dominio C2 de 16836 humano (por ejemplo los restos 1378-1460 de la SEC ID
N°: 2).

Una molécula de 16836 de la descripcion puede incluir ademas un “dominio de asociacion a Ras (RA)” o regiones
homologas a un “dominio RA”.

Como se usa en la presente memoria, la expresién “dominio RA” incluye una secuencia de aminoacidos de apro-
ximadamente 20-200 restos aminoacidicos de longitud y que tiene una puntuacion bit score para el alineamiento de
la secuencia con el perfil del dominio RA (PFAM HMM) de al menos 2. Preferiblemente, un dominio RA incluye al
menos aproximadamente 50-140 aminodcidos, mds preferiblemente aproximadamente 80-120 restos aminoacidicos,
o aproximadamente 90-110 aminodcidos y tiene una puntuacion bit score para el alineamiento de la secuencia con
el dominio RA (HMM) de al menos 3 o mayor. Al dominio RA (HMM) se le ha asignado el Nimero de Acceso de
PFAM PF00788 (http;//genome.wustl.edu/Pfam/.html). En la Figura 3F se representa un alineamiento del dominio RA
(aminoacidos 1640-1745 de la SEC ID N°: 2) de 16836 humano con una secuencia de aminodcidos consenso (SEC ID
N°: 9) procedente de un modelo oculto de Markov.

En una realizacién preferida, un polipéptido o proteina 16836 de la descripcidn tiene un “dominio RA” o una
region que incluye al menos aproximadamente 50-140, més preferiblemente aproximadamente 80-120 o 90-110 restos
aminoacidicos y tiene al menos una homologia de aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% o 100%
con un “dominio RA” por ejemplo, un dominio RA de 16836 humano (por ejemplo los restos 1640-1745 de la SEC
ID N°: 2).

Para identificar la presencia de un dominio “PI-PLC-X", un dominio “PI-PLC-Y”, un dominio “C2” o un dominio
“RA” en una secuencia de proteina 16836 y hacer la determinacién de que un polipéptido o proteina de interés tiene
un perfil particular, la secuencia de aminodcidos de la proteina puede buscarse frente a la base de datos PFAM de
HMM (por ejemplo, la base de datos Pfam, edicién 2.1) usando los parametros por defecto (http:Hwww.sanger.ac.uk/
Software/PFAM/HMM_search). Por ejemplo, el programa hmmsf, que estd disponible como parte del paquete de
programas de busqueda HMMER, es una familia de programas por defecto especificos para MILPAT0063 y una
puntuacién de 15 es la puntuacién umbral por defecto para determinar un acierto (hit). Como alternativa, la puntuacién
umbral para determinar un acierto puede estar reducida, (por ejemplo, a 8 bits). Puede encontrarse una descripcién
de la base de datos PFAM en Sonhammer et al. (1997) Proteins 28(3): 405-420 y puede encontrarse una descripcién
detallada de HMM, por ejemplo, en Gribskov et al.(1990) Meth. Enzymol. 183: 146-159; Gribskov et al. (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84: 4355-4358; Krogh et al. (1994) J. Mol. Biol. 235: 1501-1531; y Stultz et al.(1993) Protein
Sci. 2: 305-314, cuyos contenidos se incorporan en la presente memoria como referencia.

Para identificar la presencia de un dominio “RasGEF” en una secuencia de proteina 16836 y hacer la determinacién
de que un polipéptido o proteina de interés tiene un perfil particular, la secuencia de aminodcidos de la proteina
puede buscarse frente a una base de datos SMART (Simple Modular Architecture Research Tool, http://smart.embl-
heidelberg.de/) de HMM como se describe en Schultz et al. (1998), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 5857 y Schultz et al.
(200) Nucl. Acids Res 28: 231. La base de datos contiene dominios identificados por perfilado con los modelos ocultos
de Markov del programa de bisqueda HMMer2 (R. Durbin et al. (1998) Biological sequence analysis: probabilistic
models of proteins and nucleic acids. Cambridge University Press.; http://hmmer.wustl.edu/). La base de datos también
se anota y controla extensivamente por expertos para mejorar la exactitud. Se realizé una buisqueda frente a la base de
datos HMM que dio como resultado la identificacién de un dominio “RasGEF” en la secuencia de aminoécidos del
polipéptido 16836 humano aproximadamente en los restos 35 a 338 de la SEC ID N° 2 (véase la Figura 3A).

Un miembro de la familia de 16836 de la descripcién puede incluir un dominio RasGEF, un dominio PI-PLC-X,
al menos uno y preferiblemente dos dominios PI-PLC-Y, un dominio C2 y/o un dominio RA.

Ademads, un miembro de la familia de 16836 de la descripcion puede incluir al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y preferiblemente 16 sitios de N-glicosilacién (PS00001); al menos
uno, dos, tres, cuatro, cinco y preferiblemente seis sitios de fosforilacién de proteina quinasa dependiente de AMPc y

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 328 448 T3

GMPc (PS00004); al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y preferiblemente 30 sitios de fosforilacién de proteina quinasa C (PS00005); al
menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, 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 y preferiblemente 37 sitios de fosforilacién de caseina quinasa I (PS00006);
al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y preferiblemente 16 sitios de N-
miristoilacién (PS00008); al menos un sitio de amidacién (PS00009); y al menos un dominio de superenrollamiento.

Tanto en tumores de pulmén como en tumores de colon son comunes mutaciones de activacién del oncogen kras.
Las mutaciones en kras producen un aumento de la proliferacion celular, supuestamente mediado por efectores de
la funcidén de ras. 16836 parece ser un nuevo efector de ras. Una asociaciéon de 16836 con la ruta de ras se confirma
adicionalmente por su mayor expresion en tumores (por ejemplo, tumores de pulmén, mama y colon) y particularmente
en tumores con mutaciones kras activadoras. La expresién de 16836 puede ser un componente necesario para la ruta
de sefializacion de kras en las células tumorales y los aumentos en los niveles de 16836 pueden contribuir el proceso
de tumorigénesis.

Como los polipéptidos 16836 de la invencién pueden modular las actividades mediadas por 16836, pueden ser
utiles para el desarrollo de nuevos agentes de diagndstico y terapéuticos para trastornos relacionados o mediados por
16836, como se describe mas adelante.

Como se usa en este documento, una “actividad de 16836, “actividad biolégica de 16836 o “actividad funcional
de 16836 se refiere a una actividad ejercida por una proteina, polipéptido o molécula de 4cido nucleico de 16836. Por
ejemplo, una actividad de 16836 puede ser una actividad ejercida por 16836 en un entorno fisioldgico, por ejemplo
una célula que responde a 16836 o en un sustrato de 16836, por ejemplo, un sustrato proteico. Una actividad de 16836
puede determinarse in vivo o in vitro. En una realizacion, una actividad de 16836 es una actividad directa, tal como
una asociacion con una molécula diana de 16836. Una “molécula diana” o “‘compafiero de unién” es una molécula con
la que se une o interacciona la proteina 16836 en la naturaleza, por ejemplo, un fosfatidilinositol o una proteina ras.

La actividad de 16836 también puede ser una actividad indirecta, por ejemplo, una actividad de sefializacion celular
medida por interaccién de la proteina 16836 con un ligando de 16836. Basandose en la similitudes de secuencias
descritas anteriormente ademds de los patrones de expresion de 16836, es previsible que las moléculas de 16836
de la presente invencién tengan actividades bioldgicas similares a los miembros de la familia de la fosfolipasa C
y proteinas de asociacién a ras. Los miembros de la familia de la fosfolipasa C juegan papeles importantes en la
transduccién de sefiales. Una PLC activada puede catalizar la hidrélisis de PIP,, un componente minoritario de la
membrana plasmatica, para producir DAG e IP;. IP; provoca la liberacion de calcio desde las reservas intracelulares
y aumenta la entrada de calcio desde el fluido extracelular. Los iones de calcio regulan directamente enzimas diana y
afectan indirectamente a otras enzimas por medio del funcionamiento como un segundo mensajero e interaccién con
proteinas de unién a calcio, tales como la troponina C y la calmodulina. Por ejemplo, los iones de calcio regulan la
contraccién muscular, la degradacién del glucégeno y la exocitosis. DAG, un producto de la hidrdlisis por PI-PLC,
actiia como segundo mensajero por activacién de la proteina quinasa C. La proteina quinasa C activada fosforila un
gran nimero de proteinas intracelulares en los restos de serina y treonina y modula diferentes rutas de sefializacion.
Por ejemplo, la fosforilacidn de la glucégeno sintetasa por la proteina quinasa C detiene la sintesis de glucégeno.
Ademads, la proteina quinasa C controla la divisién y proliferacién celular. Las dos rutas forman parte de mecanismos
de transduccién de sefiales transmembrana, que regulan procesos celulares que incluyen la secrecidn, actividad neural,
metabolismo, diferenciacién y proliferacién. La presencia de un dominio RA en 16836 sugiere que es un efector de
ras, que participa en propagacioén o amplificacion de sefiales de proliferacion celular transducidas por ras.

Las proteinas 16836 de la presente invencién pueden tener una o mas de las siguientes actividades: (1) actividad
de metabolizacién de fosfolipidos, por ejemplo, la capacidad de catalizar la hidrdlisis de PIP, para producir DAG e
IP;; (2) la capacidad de asociarse con ras, por ejemplo, ras activado; (3) la capacidad de propagar la transduccién
de sefiales mediada por ras; (4) la capacidad de mediar la actividad de intercambio de nucle6tidos de guanina; (5)
la capacidad de transducir sefiales de membrana; (6) la capacidad de modular la proliferacion; (7) la capacidad de
modular la diferenciacién; (8) la capacidad de modular la secrecion; (9) la capacidad de modular la migracion celular;
(10) 1a capacidad de modular el metabolismo; (11) la capacidad de modular la percepcion sensorial; o (12) la capacidad
de modular la fertilizacién.

Las moléculas de 16836 pueden actuar como nuevas dianas de diagndstico y agentes terapéuticos para controlar
uno o mas trastornos de la proliferacién y/o diferenciacién celular o trastornos asociados con el metabolismo 6seo.

Los ejemplos de trastornos de la proliferacién y/o diferenciacion celular incluyen cancer, por ejemplo, carcinoma,
sarcoma, trastornos metastdsicos o trastornos neopldsicos hematopoyéticos, por ejemplo leucemias. Un tumor metas-
tasico puede producirse a partir de una multitud de tipos de tumores primarios, incluyendo pero sin limitacién los de
proéstata, colon, pulmén, mama e higado.

Como se usa en la presente memoria, los términos “cdncer”, “hiperproliferativo” y “neopldsico” se refieren a cé-
lulas que tienen la capacidad de crecimiento auténomo. Los ejemplos de estas células incluyen células que tienen
un estado o condicién anémala caracterizada por un crecimiento celular que prolifera rapidamente. Las patologias
hiperproliferativas y neopldsicas pueden clasificarse como patoldgicas, es decir, que caracterizan o constituyen una
patologia, o pueden clasificarse como no patoldgicas, es decir, una desviacién de lo normal pero no asociado con una
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patologia. Se entiende que el término incluye todos los tipos de crecimientos cancerosos o procesos oncogénicos, teji-
dos metastdsicos o células, tejidos u érganos transformados por una malignidad, independientemente del tipo o etapa
histopatolégica de invasién. Las células “patoldgicas hiperproliferativas” se producen en patologias caracterizadas por
un crecimiento tumoral maligno. Los ejemplos de células hiperproliferativas no patoldgicas incluyen la proliferacién
de células asociadas con la reparacion de heridas.

Los términos“cancer” o “neoplasmas” incluyen malignidades de los diversos sistemas de drganos, tales como
las que afectan al pulmén, mama, tiroides, sistema linfoide, tracto gastrointestinal y tracto genitourinario, asi como
adenocarcinomas que incluyen malignidades tales como la mayoria de los cdnceres de colon, carcinoma de células
renales, cancer de préstata y/o tumores testiculares, carcinoma no microcitico de pulmoén, cancer del intestino delgado
y cancer del eséfago.

El término “carcinoma” se reconoce en la técnica y se refiere a malignidades de tejidos epiteliales o endocrinos
que incluyen carcinomas del sistema respiratorio, carcinoma del sistema gastrointestinal, carcinomas del sistema ge-
nitourinario, carcinomas testiculares, carcinomas de mama, carcinomas prostéticos, carcinomas del sistema endocrino
y melanomas. Los ejemplos de carcinomas incluyen los que se forman a partir de tejidos del cuello del ttero, pul-
mon, prostata, mama, cabeza y cuello, colon y ovario. El término también incluye carcinosarcomas, por ejemplo, que
incluyen tumores malignos compuestos de tejidos carcinomatosos y sarcomatosos. Un “adenocarcinoma” se refiere
a un carcinoma procedente de un tejido glandular o en el cual las células tumorales forman estructuras glandulares
reconocibles.

El término “sarcoma” se reconoce en la técnica y se refiere a tumores malignos de origen mesenquimatico.

Otros ejemplos de trastornos proliferativos incluyen trastornos neopldsicos hematopoyéticos. Como se usa en la
presente memoria, la expresién “trastornos neopldsicos hematopoyéticos” incluye enfermedades que implican célu-
las hiperplésicas/neopldsicas de origen hematopoyético. Un trastorno neopldsico hematopoyético puede proceder de
linajes mieloide, linfoide o eritroide, o células precursoras de los mismos. Preferiblemente, la enfermedad se produce
a partir de leucemias agudas poco diferenciadas, por ejemplo, leucemia eritroblastica y leucemia megacariobldstica
aguda. Otros trastornos mieloides ilustrativos incluyen, pero sin limitacién, leucemia promieloide aguda (APML),
leucemia miel6gena aguda (AML) y leucemia mielégena crénica (CML) (revisado en Vaickus, L. (1991) Crit Rev. in
Oncol./Hemotol. 11: 267-97); las malignidades linfoides incluyen, pero sin limitacién, leucemia linfoblastica aguda
(ALL) que incluye ALL de linaje B y ALL de linaje T, leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia promielocitica
(PLL), leucemia de células pilosas (BLL) y macroglobulinemia de Waldenstrom (WM). Otras formas de linfomas
malignos incluyen, pero sin limitacién, linfoma no Hodgkin y variantes del mismo, linfomasa de células T periféricas,
leucemia/linfoma de células T adultas (ATL), linfoma de células T cutdneas (CTCL), leucemia linfocitica de células
granulares grandes (LGF), enfermedad de Hodgkin y enfermedad de Reed-Sternberg.

Se detecta expresion de ARNm de 16836 en células 6seas (por ejemplo, osteoclastos), testiculos, cerebro, misculo
esquelético, mama, corazén e higado fetal (Figura 4). Por consiguiente, las moléculas de la invencién pueden mediar
trastornos que implican actividades aberrantes de esas células, por ejemplo, trastornos dseos, trastornos reproductivos,
trastornos cardiovasculares, trastornos del musculo esquelético o trastornos inmunes como se describe con mas detalle
mas adelante.

La presencia del ARN o la proteina 16836 puede usarse para identificar una célula o tejido, u otra muestra biolégica,
que procede de osteoclastos, testiculos, cerebro, miisculo esquelético, mama, corazén o higado fetal o que es de origen
humano. La expresién puede determinarse evaluando el ARN, por ejemplo, por hibridacién de una sonda especifica
de 16836, o con un anticuerpo especifico para 16836.

La proteina 16836, fragmentos de la misma y derivados y otras variantes de la secuencia en la SEC ID N°: 2 de la
misma se denominan colectivamente “polipéptidos o proteinas de la invencién” o “polipéptidos o proteinas 16836”.
Las moléculas de acido nucleico que codifican dichos polipéptidos o proteinas se denominan colectivamente “4cido
nucleicos de la invencién” o “dcidos nucleicos de 16836.” Las moléculas de 16836 se refieren a dcidos nucleicos,
polipéptidos y anticuerpos de 16836.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “molécula de acido nucleico” incluye moléculas de ADN (por
ejemplo, un ADNc o un ADN genémico), moléculas de ARN (por ejemplo, un ARNm) y andlogos del ADN o ARN.
Un andlogo de ADN o ARN puede sintetizarse a partir de andlogos de nucledtidos. La molécula de dcido nucleico
puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente es un ADN bicatenario.

La expresion “molécula de dcido nucleico aislada” o “molécula de 4cido nucleico purificada” incluye moléculas
de 4cido nucleico que estan separadas de otras moléculas de 4cido nucleico presentes en la fuente natural del 4cido
nucleico. Por ejemplo, con respecto al ADN gendmico, el término “aislado” incluye moléculas de 4cido nucleico
que estdn separadas del cromosoma con el cual estd asociado naturalmente el ADN gendémico. Preferiblemente, un
dcido nucleico “aislado” carece de secuencias que flanquean de forma natural el dcido nucleico (es decir, secuencias
localizadas en los extremos 5’ y/o 3’ del dcido nucleico) en el ADN gendmico del organismo del que procede el
acido nucleico. Por ejemplo, en diversas realizaciones, la molécula de 4cido nucleico aislada puede contener menos
de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 0 0,1 kb de secuencias de nucleétidos 5’ y/o 3’ que flanquean
de forma natural la molécula de 4cido nucleico en el ADN gendmico de la célula de la que procede el acido nucleico.
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Ademads, una molécula de dcido nucleico “aislada”, tal como una molécula de ADNc, puede carecer sustancialmente
de otro material celular, o medio de cultivo cuando se produce por técnicas recombinantes, o carece sustancialmente
de precusores quimicos u otros agentes quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “hibrida en condiciones de baja rigurosidad, rigurosidad media,
alta rigurosidad o rigurosidad muy alta” describe condiciones de hibridacién y lavado. Pueden encontrarse pautas para
realizar reacciones de hibridacién en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-
6.3.6, que se incorpora como referencia. Esa referencia describe métodos acuosos y no acuosos y pueden usarse ambos.
Las condiciones de hibridacion especificas a las que se hace referencia en la presente memoria son las siguientes:
1) condiciones de hibridacién de baja rigurosidad en cloruro sédico/citrato sédico (SSC) 6X a aproximadamente
45°C, seguido de dos lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% al menos a 50°C (la temperatura de los lavados puede
aumentarse a 55°C en las condiciones de baja rigurosidad); 2) condiciones de hibridacién de rigurosidad media en
SSC 6X a aproximadamente 45°C, seguido de uno o més lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a 60°C; 3) condiciones
de hibridacién de rigurosidad elevada en SSC 6X a aproximadamente 45°C, seguido de uno o mds lavados en SSC
0,2X, SDS al 0,1% a 65°C; y preferiblemente 4) son condiciones de hibridacién de rigurosidad muy alta fosfato sédico
0,5 M, SDS al 7% a 65°C, seguido de uno o mds lavados en SSC 0,2X, SDS al 1% a 65°C. Las condiciones de
rigurosidad muy alta (4) son las condiciones preferidas y las que deben usarse a menos que se especifique otra cosa.

Preferiblemente, una molécula de 4cido nucleico aislada de la invencién que hibrida en las condiciones de rigu-
rosidad descritas en la presente memoria con la secuencia de la SEC ID N°: 1 o la SEC ID N°: 3, corresponde a una
molécula de 4cido nucleico natural.

Como se usa en la presente memoria, una molécula de dcido nucleico “natural” se refiere a una molécula de ARN
o ADN que tiene una secuencia de nucledtidos que se produce de forma natural. Por ejemplo, una molécula de acido
nucleico natural puede codificar una proteina natural.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones “gen” y “gen recombinante” se refiere a moléculas de acido
nucleico que incluyen al menos una fase de lectura abierta que codifica una proteina 16836. El gen puede incluir
opcionalmente secuencias no codificantes, por ejemplo, secuencias reguladoras e intrones. Preferiblemente, un gen
codifica una proteina 16836 de mamifero o un derivado de la misma.

Un polipéptido o proteina “aislada” o “purificada” carece sustancialmente de material celular u otra proteina conta-
minante de la fuente celular o tisular de la que procede la proteina, o carece sustancialmente de precursores quimicos
u otros agentes quimicos cuando se sintetiza quimicamente. “Carece sustancialmente” significa que la preparacion
de una proteina 16836 tiene una pureza de al menos 10%. En una realizacién preferida, la preparacién de la proteina
16836 tiene menos de aproximadamente 30%, 20%, 10% y mas preferiblemente 5% (en peso seco) de material distinto
de la proteina 16836 (también denominado en la presente memoria “proteina contaminante”) o de precursores quimi-
cos 0 agentes quimicos que no son 16836. Cuando la proteina 16836 o la parte biolégicamente activa de la misma
se produce de forma recombinante, preferiblemente también carece sustancialmente de medio de cultivo, es decir, el
medio de cultivo representa menos de aproximadamente 20%, mds preferiblemente menos de aproximadamente 10%
y atin mds preferiblemente menos de aproximadamente 5% del volumen de la preparacién de la proteina. La invencién
incluye preparaciones aisladas o purificadas de al menos 0,01, 0,1, 1,0 y 10 miligramos en peso seco.

Un resto aminoacidico “no esencial” es un resto que puede estar alterado con respecto a la secuencia de tipo
silvestre de 16836 sin anular o alterar sustancialmente la actividad de 16836. Preferiblemente, la alteracidén no altera
sustancialmente la actividad de 16836, por ejemplo, la actividad es al menos 20%, 40%, 60%, 70% o 80% del tipo
silvestre. Un resto aminoacidico “esencial” es un resto que, cuando se altera con respecto a la secuencia de tipo
silvestre de 16836, tiene como resultado la anulacién de la actividad de 16836 de tal forma que estd presente menos de
20% de la actividad de tipo silvestre. Por ejemplo, se prevé que los restos aminoacidicos conservados de 16836 sean
particularmente susceptibles de alteracién.

Una “sustitucion conservativa de aminodcido” es una en la que el resto aminoacidico se reemplaza por un resto
aminoacidico que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de restos aminoacidicos que
tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminodcidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo,
lisina, arginina, histidina), cadenas laterales 4cidas (por ejemplo, dcido aspartico, dcido glutdmico), cadenas laterales
polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales
no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triftéfano), cadenas la-
terales ramificadas S (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromadticas (por ejemplo, tirosina,
fenilalanina, tript6fano, histidina). De esta manera, un resto aminoacidico no esencial previsto en una proteina 16836
se reemplaza preferiblemente por otro resto aminoacidico de la misma familia de cadenas laterales. Como alternativa,
en otra realizacién, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de toda o parte de una secuencia codifi-
cante de 16836, tal como por mutagénesis de saturacion, y en los mutantes resultantes puede explorarse la actividad
bioldgica de 16836 para identificar mutantes que retienen la actividad. Después de la mutagénesis de la SEC ID N°: 1
o la SEC ID N°: 3, la proteina codificada puede expresarse de forma recombinante y puede determinarse la actividad
de la proteina.

Como se usa en la presente memoria, una “parte biolégicamente activa” de una proteina 16836 incluye un frag-
mento de una proteina 16836 que participa en una interaccion, por ejemplo, una interaccién intramolecular o inter-
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molecular. Una interaccién inter-molecular puede ser una interaccién de unién especifica o una interaccién enzimatica
(por ejemplo, la interaccion puede ser transitoria y se forma o se rompe un enlace covalente). Una interaccion intermo-
lecular puede ser entre una molécula de 16836 y una molécula que no es de 16836 o entre una primera molécula 16836
y una segunda molécula de 16836 (por ejemplo, una interaccién de dimerizacion). Las partes bioldgicamente activas
de una proteina 16836 incluyen péptidos que comprende secuencias de aminodcidos suficientemente homélogas o
derivadas de la secuencia de aminodcidos de la proteina 16836, por ejemplo, la secuencia de aminodcidos mostrada
en la SEC ID N°: 2, que incluye menos aminodcidos que las proteinas 16836 de longitud completa y presentan al
menos una actividad de una proteina 16836. Tipicamente, las partes biolégicamente activas comprenden un dominio o
motivo con al menos una actividad de la proteina 16836, por ejemplo, la capacidad de catalizar la hidrdlisis de fosfa-
tidilinositol o asociarse con Ras. Una parte biolégicamente activa de una proteina 16836 puede ser un polipéptido que
tiene, por ejemplo, una longitud de 10, 25, 50, 100, 200 o mas aminoécidos. Las partes biolégicamente activas de una
proteina 16836 pueden usarse como dianas para desarrollar agentes que modulan una actividad mediada por 16836,
por ejemplo, la capacidad de catalizar la hidrdlisis de fosfatidilinositol o asociarse con Ras.

Se realizan cédlculos de homologia o identidad de secuencia entre secuencias (los términos se usan indistintamente
en la presente memoria) como se indica a continuacién.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoécidos, o de dos secuencias de dcido nu-
cleico, se alinean las secuencias para conseguir una comparacioén éptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos
en una o tanto en la primera como en la segunda secuencias de aminodcidos o de acido nucleico para un alineamien-
to 6ptimo y pueden descartarse secuencias no homologas con fines comparativos). En una realizacién preferida, la
longitud de una secuencia de referencia alineada con fines comparativos es al menos 30%, preferiblemente al menos
40%, mas preferiblemente al menos 50%, 60% e incluso mas preferiblemente al menos 70%, 80%, 90% o 100% de la
longitud de la secuencia de referencia. Después se comparan los restos aminoacidicos o nucleétidos en las posiciones
de aminodcidos o en las posiciones de nucledtidos correspondientes. Cuando una posicién de la primera secuencia
estd ocupada por el mismo resto aminoacidico o nucledtido que la correspondiente posicion en la segunda secuencia,
entonces las moléculas son idénticas en esa posicién (como se usa en la presente memoria, “identidad” de aminoacido
o 4cido nucleico es equivalente a “homologia” de aminodcido o 4cido nucleico).

El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del niimero de posiciones idénticas compartidas
por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que necesitan introducirse
para un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias.

La comparacién de secuencias y la determinacién del porcentaje de identidad entre dos secuencias pueden reali-
zarse usando un algoritmo matemadtico. En una realizacién preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias
de aminoécidos se determina usando el algoritmo de Needleman y Wunsch ((1970)J. Mol. Biol. 48: 444-453) que
se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando
una matriz Blosum 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4 y un peso de longitud
de 1, 2, 3,4, 5 6 6. En otra realizacioén preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se
determina usando el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando una
matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3,4, 5 6 6. Una
serie de parametros particularmente preferidos (y el que debe usarse a menos que se especifique otra cosa) son una
matriz de puntuacién Blossum 62 con una penalizacién de hueco de 12, una penalizacién de extension de hueco de 4,
y una penalizacién de hueco de desplazamiento de fase de 5.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminodcidos o de nucledtidos puede determinarse 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 restos de peso de PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una
penalizacién de hueco de 4.

Las secuencias de dcido nucleico y de proteina descritas en la presente memoria pueden usarse como ‘“‘secuencia
problema” para realizar una bisqueda frente a bases de datos publicas para identificar, por ejemplo, otros miembros de
la familia o secuencias relacionadas. Estas bisquedas pueden realizarse usando los programas NBLAST y XBLAST
(version 2.0) de Altschul, ef al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10. Las busquedas de nucleétidos BLAST pueden rea-
lizarse con el programa NBLAST, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de nucle6tidos
homélogas a moléculas de dcido nucleico de 16836 de la invencion. Las bisquedas de proteinas BLAST pueden rea-
lizarse con el programa XBLAST (puntuacién = 50, longitud de palabra = 3) para obtener secuencias de aminodcidos
homodlogas a moléculas de proteina 16836 de la invencion. Para obtener alineamientos con huecos con fines compara-
tivos, puede utilizarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402.
Cuando se utilizan programas BLAST y Gapped BLAST, pueden usarse los pardmetros por defecto de los respectivos
programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST). Véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Los polipéptidos 16836 particulares de la presente invencién tienen una secuencia de aminodcidos sustancialmente
idéntica a la secuencia de amino4cidos de la SEC ID N°: 2. En el contexto de una secuencia de aminodcidos, la expre-
sién “sustancialmente idéntica” se usa para hacer referencia a un primer aminoacido que contiene un nimero suficiente
o minimo de restos aminoacidicos que son i) idénticos a, o ii) sustituciones conservativas de restos aminoacidicos ali-
neados en una segunda secuencia de aminodcidos de tal forma que la primera y la segunda secuencias de aminoacidos
pueden tener un dominio estructural comtn y/o una actividad funcional comin. Por ejemplo, las secuencias de ami-
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nodcidos que contienen un dominio estructural comiin que tiene una identidad de al menos aproximadamente 60% o
65%, probablemente una identidad de 75%, mds probablemente una identidad de 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% con la SEC ID N°: 2 se denominan sustancialmente idénticas.

En el contexto de una secuencia de nucledtidos, la expresion “sustancialmente idéntica” se usa en la presente
memoria para hacer referencia a una primera secuencia de 4cido nucleico que contiene un niimero suficiente 0 minimo
de nucledtidos que son idénticos a nucleétidos alineados en una segunda secuencia de 4cido nucleico de tal forma que
la primera y segunda secuencias de dcido nucleico codifican un polipéptido que tiene una actividad funcional comun, o
codifican un dominio de polipéptido estructural comun o una actividad de polipéptido funcional comun. Por ejemplo,
las secuencias e nucledtidos que tienen una identidad de al menos aproximadamente 60% o 65%, probablemente una
identidad de 75%, mas probablemente una identidad de 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% con la SEC ID N°: 1 6 3 se denominan sustancialmente idénticas.

“Expresioén defectuosa o expresién aberrante”, como se usa en la memoria, se refiere a un patrén de expresion
génica que no es de tipo silvestre a nivel del ARN o de la protefna. Incluye: expresion a niveles que no son de
tipo silvestre, es decir, una expresion excesiva o insuficiente; un patrén de expresion que difiere del tipo silvestre en
términos del momento o fase en la que se expresa el gen, por ejemplo, aumento o disminucién de la expresién (en
comparacién con el tipo silvestre) en un periodo o fase del desarrollo predeterminado; un patrén de expresion que
difiere del tipo silvestre en términos de expresion alterada, por ejemplo aumentado o disminuido (en comparacién con
el tipo silvestre) en un tipo celular o tipo tisular predeterminado; un patrén de expresion que difiere del tipo silvestre
en términos del tamafio de corte y empalme, secuencia de aminoacidos traducida, modificacién postraduccional o
actividad bioldgica del polipéptido expresado; un patrén de expresion que difiere del tipo silvestre en términos del
efecto de un estimulo ambiental o estimulo extracelular sobre la expresion del gen, por ejemplo, un patrén de aumento
o disminucidn de la expresion (en comparacidn con el tipo silvestre) en presencia de un aumento o disminucién en la
intensidad del estimulo.

“Sujeto”, como se usa en la presente memoria, se refiere a animales humanos y no humanos. La expresion “ani-
males no humanos” de la invencién incluye todos los vertebrados, por ejemplo mamiferos tales como primates no
humanos (particularmente primates superiores), ovejas, perros, roedores (por ejemplo rata o ratén), cobaya, cabra,
cerdo, gato, conejos, vacas y no mamiferos, tales como pollos, anfibios, reptiles, etc. En una realizacion preferida, el
sujeto es un ser humano. En otra realizacion, el sujeto es un animal experimental o un animal adecuado como modelo
de enfermedad.

Una “preparacion purificada de células”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una preparacion in vitro
de células. En el caso de células de organismos multicelulares (por ejemplo, plantas y animales), una preparacién
purificada de células es una subserie de células obtenidas a partir del organismo, no el organismo intacto entero.
En el caso de un microorganismo unicelular (por ejemplo, células cultivadas y células microbianas), consiste en una
preparacién de al menos 10% y mas preferiblemente 50% de las células objeto.

A continuacién se describen con detalle diversos aspecto de la invencién.
Moléculas de dcido nucleico aisladas

En un aspecto, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada o purificada que codifica un poli-
péptido 16836 descrito en la presente memoria, por ejemplo, una proteina 16836 de longitud completa o un fragmento
de la misma, por ejemplo una parte bioldgicamente activa de la proteina 16836. También se incluye un fragmento
de 4cido nucleico adecuado para uso como sonda de hibridacién que puede usarse, por ejemplo, para identificar una
molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido de la invencién, ARNm de 16836 y fragmentos adecuados
para uso como cebadores, por ejemplo cebadores de PCR para la amplificacién o mutacién de moléculas de dcido
nucleico.

En una realizacién, una molécula de dcido nucleico aislada de la invencién incluye la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEC ID N°: 1 o una parte de cualquiera de estas secuencias de nucledtidos. En una realizacién, la mo-
lécula de dcido nucleico incluye secuencias que codifican la proteina 16836 humana (es decir, “la regién codificante”
de 1la SEC ID N°: 1, como se muestra en la SEC ID N°: 3), asi como secuencias 5’ no traducidas. Como alternativa, la
molécula de 4cido nucleico puede incluir sélo la region codificante de la SEC ID N°: 1 (por ejemplo, la SEC ID N°:
3) y, por ejemplo, y ninguna secuencia no flanqueante de las que normalmente acompaiian a la secuencia objeto. La
descripcion también incluye cuando la molécula de dcido nucleico codifica una secuencia correspondiente a un frag-
mento de la proteina desde aproximadamente el aminodcido 35-338, 900-1048, 1171-1184, 1261-1353, 1378-1460 6
1640-1745 de la SEC ID N°: 2.

En otra realizacioén, una molécula de dcido nucleico aislada de la invencién incluye una molécula de 4cido nucleico
que es un complemento de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEC ID N°: 1 o la SEC ID N°: 3, o una parte de
cualquiera de estas secuencias de nucleétidos. En otras realizaciones, la molécula de 4cido nucleico de la invencién
es suficientemente complementaria a la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3, como
para que pueda hibridar (por ejemplo en condiciones rigurosas descritas en la presente memoria) con la secuencia de
nucledtidos mostrada en la SEC ID N°: 1 o 3, formando de esta manera un ddplex estable.
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En una realizacién, una molécula de 4cido nucleico aislada de la presente invencién incluye una secuencia de
nucledtidos que tiene una homologia de al menos aproximadamente: 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mayor con la longitud entera de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID N°: 1 o
SEC ID N°: 3, o una parte, preferiblemente de la misma longitud de cualquiera de estas secuencias de nucleétidos.

Fragmentos de Acido Nucleico de 16836

Una molécula de dcido nucleico de la invencién puede incluir sélo una parte de la secuencia de 4cido nucleico de la
SEC ID N°: 1 6 3. Por ejemplo, dicha molécula de acido nucleico puede incluir un fragmento que puede usarse como
sonda o cebador o un fragmento que codifica una parte de una proteina 16836, por ejemplo, una parte inmunogénica
o biolégicamente activa de una proteina 16836. Un fragmento puede comprender los nucleétidos de la SEC ID N°: 1
que codifica un dominio de fosfolipasa C, RA o RasGEF de la proteina 16836 humano. La secuencia de nucleétidos
determinada a partir de la clonacién del gen 16836 permite la generacién de sondas y cebadores disefiados para uso
en la identificacién y/o clonacién de otros miembros de la familia de 16836, o fragmentos de los mismos, asi como
homélogos de 16836, o fragmentos de la misma, procedentes de otras especies.

En otra realizacién, un 4cido nucleico incluye una secuencia de nucleétidos que incluye parte o toda la regién
codificante y se extiende a la regién no codificante 5° 0 3’ (o ambas). Otras realizaciones incluyen un fragmento que
incluye una secuencia de nucleétidos que codifica un fragmento de aminoacidos descrito en la presente memoria.
Los fragmentos de 4cido nucleico pueden codificar un dominio o sitio especifico descrito en la presente memoria o
fragmentos del mismo, particularmente fragmentos del mismo que tienen una longitud de al menos 100 aminodcidos,
por ejemplo al menos 1200, 1400, 1600 6 1800 aminoacidos de longitud. Los fragmentos también incluyen secuencias
de 4cido nucleico que corresponden a secuencias de aminodcidos especificas descritas anteriormente o fragmentos de
las mismas. No debe considerarse que los fragmentos de 4cido nucleico incluyen los fragmentos que pueden haberse
descrito antes de la invencién.

Un fragmento de dcido nucleico puede incluir una secuencia correspondiente a un dominio, regién o sitio funcional
descrito en la presente memoria. Un fragmento de dcido nucleico también puede incluir uno o mas dominios, regiones
o sitios funcionales descritos en la presente memoria. De esta manera, por ejemplo, un fragmento de dcido nucleico
de 16836 puede incluir una secuencia correspondiente a un dominio de fosfolipasa C, RA o RasGEF.

Se proporcionan sonda y cebadores de 16836. Tipicamente, una sonda/cebador es un oligonucleétido aislado o pu-
rificado. El oligonucleétido tipicamente incluye una region de secuencia de nucledtidos que hibrida en las condiciones
rigurosas descritas en la presente memoria con al menos aproximadamente 7, 12 6 15, preferiblemente 20 6 25, mds
preferiblemente aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 6 75 nucleétidos consecutivos de una secuencia con
sentido o antisentido de la SEC ID N°: 1 6 la SEC ID N°: 3, o de una variante alélica natural o mutante de la SEC ID
N:°1 0 SECID N°: 3.

En una realizacion preferida, el dcido nucleico es una sonda que tiene una longitud de al menos 5 6 10, y menos de
200, mas preferiblemente menos de 100 o menos de 50 pares de bases. Debe ser idéntica o diferir en uno o menos de
5 6 10 bases de una secuencia descrita en la presente memoria. Si se necesita un alineamiento para esta comparacion,
las secuencias deben alinearse para una homologia mixima. Se consideran diferencias las secuencias de “bucles” de
deleciones o inserciones, o desacoplamientos.

Una sonda o cebador puede proceder de la cadena con sentido o antisentido de un 4cido nucleico que codifica:
un dominio de factor intercambiador de nucleétidos de guanina de Ras (RasGEF) (aproximadamente los restos ami-
noacidicos 35-338 de la SEC ID N°: 2); un dominio “X” de fosfolipasa C especifico de fosfatidilinositol (PI-PLC-X)
(aproximadamente los restos aminoacidicos 900-1048 de 1a SEC ID N°: 2); un dominio “Y” de fosfolipasa C especifi-
co de fosfatidilinositol (PI-PLC-Y) (aproximadamente los restos aminoacidicos 1171-1184 0 1261-1353 de la SEC ID
N°: 2); un dominio C2 (aproximadamente los restos aminoacidicos 1378-1460 de la SEC ID N°: 2); o un dominio de
asociacioén con Ras (RaIGDS/AF-6) (RA) (aproximadamente los restos aminoacidicos 1640-1745 de la SEC ID N°:
2).

En otra realizacidn, se proporciona una serie de cebadores, por ejemplo, cebadores adecuados para uso en una
PCR, que pueden usarse para amplificar una regioén seleccionada de una secuencia de 16836, por ejemplo, un do-
minio, regidn, sitio u otra secuencia descrita en la presente memoria. Los cebadores deben tener una longitud de al
menos 5, 10 6 50 pares de bases y una longitud menor de 100 o menor de 200 pares de bases. Los cebadores deben
ser idénticos o difieren en una base de una secuencia descrita en la presente memoria o de una variante natural. Por
ejemplo, se proporcionan cebadores adecuados para amplificar todo o parte de cualquiera de las siguientes regiones:
un dominio de factor intercambiador de nucledtidos de guanina de Ras (RasGEF) (aproximadamente los restos ami-
noacidicos 35-338 de la SEC ID N°: 2); un dominio “X” de fosfolipasa C especifico de fosfatidilinositol (PI-PLC-X)
(aproximadamente los restos aminoacidicos 900-1048 de la SEC ID N°: 2); un dominio “Y” de fosfolipasa C especi-
fico de fosfatidilinositol (PI-PLC-Y) (aproximadamente los restos aminoacidicos 1171-1184 o 1261-1353 de la SEC
ID N°: 2); un dominio C2 (aproximadamente los restos aminoacidicos 1378-1460 de la SEC ID N°: 2); o un dominio
de asociacion con Ras (RaIGDS/AF-6) (RA) (aproximadamente los restos aminoacidicos 1640-1745 de la SEC ID
N°: 2).
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Un fragmento de dcido nucleico puede codificar un epitopo que lleva una regién de un polipéptido descrito en la
presente memoria.

Un fragmento de 4cido nucleico que codifica una “parte biolégicamente activa de un polipéptido 16836 puede
prepararse por aislamiento de una parte de la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N:° 1 6 3, que codifica un
polipéptido que tiene una actividad bioldgica de 16836 (por ejemplo las actividades bioldgicas de las proteinas 16836
se describen en la presente memoria) que expresa la parte codificada de la proteina 16836 (por ejemplo, por expresion
recombinante in vitro) y evaluacién de la actividad de la parte codificada de la proteina 16836. Por ejemplo, un
fragmento de 4cido nucleico que codifica una parte biolégicamente activa de 16836 incluye un dominio de fosfolipasa
C, RA o RasGEF, por ejemplo, los restos aminoacidicos aproximadamente 35-338, 900-1048, 1171-1184, 1261-1353,
1378-1460 6 1640-1745 de 1a SEC ID N°: 2. Un fragmento de dcido nucleico que codifica una parte biolégicamente
activa de un polipéptido 16836 puede comprender una secuencia de nucleétidos que tiene una longitud mayor de 300
o mds nucledtidos.

En realizaciones preferidas, el fragmento de 4cido nucleico incluye una secuencia de nucledtidos que es distin-
ta de la secuencia de AF117948, AL050031, AW243053, AW272589, AW272590, A02325, V89699, AC03885 o
WO/58473.

En realizaciones preferidas, el fragmento comprende la region codificante de 16836, por ejemplo, la secuencia de
nucleétidos de la SEC ID N°: 3.

En realizaciones preferidas, un dcido nucleico incluye una secuencia de nucledtidos que tiene un longitud de
aproximadamente 4000, 4500, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10000 o mds nucledtidos e hibrida en condiciones de
rigurosidad descritas en la presente memoria con una molécula de 4cido nucleico de la SEC ID N°: 1 o la SEC ID N°:
3.

Variantes de Acido Nucleico de 16836

La descripcién incluye ademds moléculas de dcido nucleico que difieren de la secuencia de nucle6tidos mostrada en
laSECID N°: 1 o la SEC ID N*: 3. Estas diferencias pueden deberse a la degeneracién del cédigo genético (y producir
un 4cido nucleico que codifica las mismas proteinas 16836 que se han codificado por la secuencia de nucléotidos
descrita en la presente memoria). En otra realizacién, una molécula de dcido nucleico aislada de la invencién tiene
una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos que difiere al menos
en uno, pero en menos de 5, 10, 20, 50, 6 100 restos aminoacidicos mostrados en la SEC ID N°: 2. Si se necesita
un alineamiento para esta comparacion, las secuencias deben alinearse para una homologia maxima. Se consideran
diferencias las secuencias de “bucles” de deleciones o inserciones, o desacoplamientos.

Pueden seleccionarse dcidos nucleicos de la descripcion para que tengan codones que son preferidos o no preferidos
para un sistema de expresion particular. Por ejemplo, el dcido nucleico puede ser uno en el que al menos un codén,
preferiblemente al menos 10% o 20% de los codones se han alterado de forma que la secuencia se optimiza con
respecto a la expresion en E. coli, células de levadura, células humanas, células de insecto o células CHO.

Las variantes del dcido nucleico puede ser naturales, tales como variantes alélicas (mismo locus), homdlogas (dife-
rente locus) y ort6logas (diferente organismo) o pueden ser no naturales. Las variantes no naturales pueden obtenerse
por técnicas de mutagénesis, incluyendo las aplicadas a polinucleétidos, células u organismos. Las variantes pueden
contener sustituciones, deleciones, inversiones e inserciones de nucledtidos. Puede producirse una variacién en cual-
quiera o tanto en la regidn codificante como en la regién no codificante. Las variaciones pueden producir sustituciones
de aminodcidos conservativas y no conservativas (en comparacion con el producto codificado).

Pueden identificarse ort6logos, homdlogos y variantes alélicas usando métodos conocidos en la técnica. Estas va-
riantes comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene una identidad de 50%, al
menos aproximadamente 55%, tipicamente al menos aproximadamente 70-75%, mas tipicamente al menos aproxima-
damente 80-85% y ain mads tipicamente al menos aproximadamente 90-95% o mayor con la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEC ID N°: 2 o un fragmento de esta secuencia. Estas moléculas de dcido nucleico pueden identificarse
facilmente como secuencias capaces de hibridar en condiciones de rigurosidad descritas en la presente memoria, con
la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N° 2 o un fragmento de la secuencia. Las moléculas de acido
nucleico correspondientes a ortélogos, homdélogos y variantes alélicas de los ADNc de 16836 de la invencion pueden
aislarse adicionalmente por mapeo en el mismo cromosoma o locus que el gen de 16836.

Las variantes preferidas incluyen las que estdn correlacionadas con la capacidad de catalizar la hidrdlisis de fosfa-
tidilinositol o asociarse con Ras.

Las variantes alélicas de 16836, por ejemplo 16836 humana, incluyen tanto proteinas funcionales como proteinas
no funcionales. Las variantes alélicas funcionales son variantes de secuencias de aminodcidos naturales de la proteina
16836 dentro de una poblacién que mantiene la capacidad de catalizar la hidrdlisis de fosfatidilinositol o asociarse
con Ras. Las variantes alélicas funcionales tipicamente contendran sélo la sustitucion conservativa de uno o mas
aminodcidos de la SEC ID N°: 2, o la sustitucion, delecién o insercién de restos no criticos en regiones no criticas
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de la proteina. Las variantes alélicas no funcionales son variantes de la secuencia de aminodcidos naturales de la
proteina 16836, por ejemplo humana, dentro de una poblacién que no tiene la capacidad de catalizar la hidrdlisis de
fosfatidilinositol o asociarse con Ras. Las variantes alélicas no funcionales contendran tipicamente una sustitucion,
delecion, o insercién no conservativas, o el truncamiento prematuro de la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N*:
2, o una sustitucidn, insercidn, o delecién en restos criticos o regiones criticas de la proteina.

Moléculas de Acido Nucleico Antisentido, Ribozimas y Moléculas de Acido Nucleico de 16836 Modificadas

En otro aspecto, la invencién se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que es antisentido con respecto
a 16836. Un 4cido nucleico “antisentido” puede incluir una secuencia de nucleétidos que es complementaria a un
acido nucleico “con sentido” que codifica una proteina, por ejemplo, complementaria a la cadena codificante de una
molécula de ADNCc bicatenaria o0 complementaria a una secuencia de ARNm. El 4cido nucleico antisentido puede ser
complementario a una cadena codificante de 16836 entera, o s6lo a una parte de la misma (por ejemplo, la regién
codificante de 16836 humana correspondiente a la SEC ID N°: 3). En otra realizacién, la molécula de 4cido nucleico
antisentido es antisentido con respecto a una “regién no codificante” de la cadena codificante de una secuencia de
nucledétidos que codifica 16836 (por ejemplo, las regiones 5° y 3’ no traducidas).

Un 4cido nucleico antisentido puede disefiarse de tal forma que sea complementario a la region codificante entera
del ARNm de 16836, pero mds preferiblemente es un oligonucleétido que es antisentido con respecto a solamente una
parte de la regién codificante o no codificante del ARNm de 16836. Por ejemplo, el oligonucleétido antisentido puede
ser complementario a la regién que rodea el sitio de inicio de la traduccién del ARNm de 16836, por ejemplo, entre
las regiones -10 y +10 de la secuencia de nucledtidos del gen diana de interés. Un oligonucleétido antisentido puede
tener, por ejemplo, aproximadamente 7, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 o mas nucledtidos de
longitud.

Se puede construir un dcido nucleico antisentido de la invencién usando sintesis quimica y reacciones de liga-
miento enzimatico usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un dcido nucleico antisentido (por
ejemplo, un oligonucledtido antisentido) puede sintetizarse quimicamente usando nucledtidos naturales o nucle6tidos
modificados de diversa forma disefiados para aumentar la estabilidad bioldgica de las moléculas o para aumentar la
estabilidad fisica del duplex formado entre los dcidos nucleicos con sentido y antisentido, por ejemplo, pueden usarse
derivados fosforotioato y nucledtidos sustituidos con acridina. El dcido nucleico antisentido también puede producir-
se bioldgicamente usando un vector de expresién en el que se ha subclonado un 4cido nucleico en una orientacién
antisentido (es decir, el ARN transcrito a partir del dcido nucleico insertado tendrd una orientacién antisentido con
respecto a un dcido nucleico diana de interés, descrito adicionalmente en la siguiente subseccion).

Las moléculas de dcido nucleico antisentido de la invencién tipicamente se administran a un sujeto (por ejemplo,
por inyeccidn directa en un sitio de un tejido), o se generan in situ de forma que hibriden o se unan al ARNm y/o ADN
genémico celular que codifica una proteina 16836 para inhibir de esta manera la expresion de la proteina, por ejemplo,
por medio de la inhibicién de la transcripcién y/o la traduccién. Como alternativa, pueden modificarse moléculas
de 4cido nucleico antisentido para dirigirse a células seleccionadas y después administrarse sistémicamente. Para la
administracién sistémica, las moléculas antisentido pueden modificarse de tal forma que se unan especificamente a
receptores o antigenos expresados en la superficie de una célula seleccionada, por ejemplo, por unién de las moléculas
de 4cido nucleico antisentido a péptidos o anticuerpos que se unen a receptores o antigenos de la superficie celular. Las
moléculas de 4cido nucleico antisentido también pueden administrarse a células usando los vectores descritos en la
presente memoria. Para conseguir suficientes concentraciones intracelulares de las moléculas antisentido, se prefieren
construcciones de vectores en las que la molécula de 4cido nucleico antisentido se pone bajo el control de un promotor
pol IT o pol III fuerte.

En otra realizacion, la molécula de acido nucleico antisentido de la invencidn es una molécula de acido nucleico
a-anomérica. Una molécula de acido nucleico @-anomérica forma hibridos bicatenarios especificos con ARN comple-
mentario en el que, al contrario de las unidades § habituales, las cadenas van paralelas entre si (Gaultier et al. (1987)
Nucleic Acids. Res. 15: 6625-6641). La molécula de acido nucleico antisentido también puede comprender un 2°-O-
metilrribonucleétido (Inoue et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15: 6131-6148) o un andlogo de ARN-ADN quimérico
(Inoue et al. (1987) FEBS Lett.215: 327-330).

En otra realizacién, un dcido nucleico antisentido de la invencién es una ribozima. Una ribozima que tiene especi-
ficidad por un 4cido nucleico codificante de 16836 puede incluir una o més secuencias complementarias a la secuencia
de nucleédtidos de un ADNc de 16836 descrito en la presente memoria (es decir, la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3),
y una secuencia que tiene una secuencia catalitica conocida responsable de la escision del ARNm (véase la Patente
de Estados Unidos N° 5.093.246 o Haselhoff y Gerlach (1988) Nature 334: 585-591). Por ejemplo, puede construirse
un derivado del ARN L-19 IVS de Tetrahymena en el que la secuencia de nucledtidos del sitio activo es complemen-
taria a la secuencia de nucleétidos a escindir en un ARNm codificante de 16836. Véase, por ejemplo, Cech et al.
Patente de Estados Unidos N° 4.987.071; y Cech et al. Patente de Estados Unidos N° 5.116.742. Como alternativa,
el ARNm de 16836 puede usarse para seleccionar un ARN catalitico que tiene una actividad ribonucleasa especi-
fica de un grupo de moléculas de ARN. Véase, por ejemplo, Bartel, D. y Szostak, J.W. (1993) Science 261: 1411-
1418.
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La expresion del gen de 16836 puede inhibirse por direccién a secuencias de nucleétidos complementarias a la
region reguladora de la proteina 16836 (por ejemplo, el promotor y/o potenciadores de 16836) para formar estructuras
en triple hélice que impiden la transcripcién del gen de 16836 en células diana. Véase, en general, Helene, C. (1991)
Anticancer Drug Des. 6: 569-84; Helene, C. 1 (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 27-36; y Maher, L. J. (1992) Bioassays
14: 807-15. Las secuencias potenciales que pueden fijarse como dianas para la formacién de triples hélices pueden
aumentarse creando una denominada molécula de 4cido nucleico “switchback”. Las moléculas switchback se sinteti-
zan de una forma 5°-3’, 3’-5 alterna, de tal manera que forman pares de bases primero con una cadena de un duplex
y después con la otra, eliminando la necesidad de que esté presente un tramo considerable de purinas o pirimidinas en
una cadena de duplex.

La invencién también proporciona moléculas de sonda y cebador oligonucleotidicas marcadas de forma detectable.
Tipicamente, estos marcadores son quimioluminiscentes, fluorescentes, radiactivos o colorimétricos.

Polipéptidos 16836 Aislados

En otro aspecto, la invencién se refiere a una proteina 16836 aislada, o un fragmento, por ejemplo, una parte bio-
l6gicamente activa de la misma, para uso como inmundgenos o antigenos para inducir o ensayar (0 més generalmente
para unirse a) anticuerpos anti-16836. La proteina 16836 puede aislarse a partir de fuente celulares o tisulares usan-
do técnicas de purificacion de proteinas convencionales. La proteina 16836 o sus fragmentos pueden producirse por
técnicas de ADN recombinantes o pueden sintetizarse quimicamente.

Los polipéptidos de la invencién incluyen los que se producen como resultado de la existencia de miltiples genes,
acontecimientos de transcripcién alternativos, acontecimientos de corte y empalme de ARN alternativos y aconteci-
mientos traduccionales y post-traduccionales alternativos. El polipéptido puede expresarse en sistemas, por ejemplo,
células cultivadas, que producen sustancialmente las mismas modificaciones post-traduccionales presentes cuando
se expresa el polipéptido en una célula nativa, o en sistemas que tienen como resultado la alteracién u omisiéon de
modificaciones post-traduccionales, por ejemplo glicosilacién o escision, presentes cuando se expresa en una célula
nativa.

En una realizacién preferida, el polipéptido 16836 tiene una o mds de las siguientes caracteristicas:

(i) tiene la capacidad de catalizar la hidrdlisis de fosfatidilinositol;

(ii) tiene la capacidad de asociarse con ras, preferiblemente ras activado (unido a GTP);

(iii) tiene la capacidad de mediar la actividad de intercambio de nucledtidos de guanina;

(iv) tiene un peso molecular, por ejemplo, un peso molecular deducido, preferiblemente ignorando cualquier con-
tribucién de modificaciones post-traduccionales, composicion de aminodcidos u otras caracteristicas fisicas de un
polipéptido 16836, por ejemplo un polipéptido de la SEC ID N°: 2;

(v) tiene una similitud de secuencia global de al menos 80, 90 6 95%, con un polipéptido de la SEC ID N°: 2;

(vi) puede encontrarse en células dseas, células de higado fetal, células cerebrales, misculo esquelético, testiculos,
mama o corazon;

(vii) tiene un dominio RasGEF con una similitud de secuencia global de aproximadamente 70%, 80%, 90% o 95%
con los restos aminoacidicos 35-338 de la SEC ID N°: 2;

(viii) tiene un dominio PI-PLC-X con una similitud de secuencia global de aproximadamente 70%, 80%, 90% o
95% con los restos aminoacidicos 900-1048 de la SEC ID N°: 2;

(ix) tiene un dominio PI-PLC-Y con una similitud de secuencia global de aproximadamente 70%, 80%, 90% o
95% con los restos aminoacidicos 1171-1184 o0 1261-1353 de la SEC ID N°: 2;

(x) tiene un dominio C2 con una similitud de secuencia global de aproximadamente 70%, 80%, 90% o 95% con
los restos aminoacidicos 1378-1460 de 1a SEC ID N°: 2;

(xi) tiene un dominio RA con una similitud de secuencia global de aproximadamente 70%, 80%, 90% o 95% con
los restos aminoacidicos 1640-1745 de la SEC ID N°: 2;

(xii) puede colocalizarse con la proteina ras; o

(xiii) tiene al menos 70%, preferiblemente 80% y atin més preferiblemente 90% de las cisteinas encontradas en la
secuencia de aminodcidos de la proteina nativa.

En una realizacién preferida, la proteina 16836, o sus fragmentos, difiere de la secuencia correspondiente de la SEC
ID N°: 2. En una realizacién, difiere en al menos uno pero menos de 15, 10 6 5 restos aminoacidicos. En otra difiere de
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la secuencia correspondiente de la SEC ID N°: 2 en al menos un resto pero menos de 20%, 15%, 10% o 5% de los restos
en ella difieren de la secuencia correspondiente de la SEC ID N°: 2. (Si esta comparacion requiere un alineamiento de
las secuencias, deben alinearse para una homologia maxima. Las secuencias de “bucles” de deleciones o inserciones,
o desacoplamientos se consideran diferencias). Las diferencias son, preferiblemente, diferencias o cambios en un resto
no esencial o una sustitucién conservativa. En una realizacién preferida, las diferencias no estdn en los dominios de
fosfolipasa C, RA o RasGEF. En otra realizacién preferida una o mas diferencias estdn en los dominios de fosfolipasa
C, RA o RasGEF.

Otras realizaciones incluyen una proteina que contiene uno o mas cambios en la secuencia de aminoacidos, por
ejemplo, un cambio en un resto aminoacidico que no es esencial para la actividad. Estas proteinas 16836 difieren en
la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N°: 2, aunque retienen la actividad bioldgica.

En una realizacidn, la proteina incluye una secuencia de aminodcidos con una homologia de al menos aproxima-
damente 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o mayor con la SEC ID N°: 2.

Se proporciona una proteina 16836 o un fragmento que varia de la secuencia de la SEC ID N° 2 en regiones
definidas por los aminodcidos aproximadamente 1-57, 233-899, 1049-1170, 1185-1260, 1354-1377, 1461-1639 6
1746-1809 de la SEC ID N° 2 en al menos uno pero menos de 15, 10 6 5 restos aminodcidos de la proteina o
fragmento, pero que no difiere de la SEC ID N°: 2 en regiones definidas por los aminoédcidos aproximadamente 35-
338,900-1048, 1171-1184, 1261-1353, 1378-1460 6 1640-1745 de 1a SEC ID N°: 2. (Si esta comparacion requiere un
alineamiento de las secuencias, deben alinearse para una homologia médxima. Las secuencias de “bucles” de deleciones
o inserciones, o desacoplamientos se consideran diferencias). En algunas realizaciones, la diferencia estd en un resto
no esencial o es una sustitucioén conservativa, mientras que en otras la diferencia estd en un resto esencial o es una
sustitucién no conservativa.

En una realizacién, una parte biolégicamente activa de una proteina 16836 incluye un dominio de fosfolipasa C,
RA o RasGEF. Ademas, pueden prepararse otras partes biolégicamente activas en las que estdn delecionadas otras
regiones de la proteina por técnicas recombinantes y evaluarse con respecto a una o mas de las actividades funcionales
de una proteina 16836 nativa.

En una realizacion preferida, la proteina 16836 tiene una secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 2.
En otras realizaciones, la proteina 16836 es sustancialmente idéntica a la SEC ID N°: 2. En otra realizacidn, la proteina
16836 es sustancialmente idéntica a la SEC ID N°: 2 y retiene la actividad funcional de la proteina de la SEC ID N°:
2, como se describe con detalle en las subsecciones anteriores.

Proteinas 16836 Quiméricas o de Fusion

En otro aspecto, la invencién proporciona proteinas 16836 quiméricas o de fusién. Como se usa en la presente
memoria, una “proteina quimérica” o “proteina de fusiéon” 16836 incluye un polipéptido 16836 unido a un polipéptido
que no es 16836. Un “polipéptido que no es 16836 se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
correspondiente a una proteina que no es sustancialmente homoéloga a la proteina 16836, por ejemplo, una proteina
que es diferente de la proteina 16836 y que procede del mismo organismo o de un organismo diferente. El polipéptido
16836 de la proteina de fusién puede corresponder a todo o a una parte, por ejemplo, a un fragmento descrito en la
presente memoria de una secuencia de aminodcidos de 16836. En una realizacién preferida, una proteina de fusién de
16836 incluye al menos una (o dos) partes bioldgicamente activas de una proteina 16836. El polipéptido que no es
16836 puede fusionarse al extremo N o al extremo C del polipéptido 16836.

La proteina de fusién puede incluir un resto que tiene alta afinidad por un ligando. Por ejemplo, la proteina de fusién
puede ser una proteina de fusién GST-16836 en la que las secuencias de 16836 estdn fusionadas al extremo C de las
secuencias de GST. Estas proteinas de fusién pueden facilitar la purificacién de 16836 recombinante. Como alternativa,
la proteina de fusién puede ser una proteina 16836 que contiene una secuencia sefial heteréloga en su extremo N. En
ciertas células hospedadoras (por ejemplo, células hospedadoras de mamifero), la expresion y/o secrecion de 16836
puede aumentarse por medio del uso de una secuencia sefial heter6loga.

Las proteinas de fusién pueden incluir todo o parte de una proteina sérica, por ejemplo, una regién constante de
IgG o albimina de suero humano.

Las proteinas de fusién de 16836 de la invencién pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas y admi-
nistrarse a un sujeto in vivo. Las proteinas de fusién de 16836 pueden usarse para afectar a la biodisponibilidad de
un sustrato de 16836. Las proteinas de fusién de 16836 pueden ser terapéuticamente ttiles para el tratamiento tras-
tornos producidos, por ejemplo, por i) la mutacién o modificacién aberrante de un gen que codifica una proteina
16836; ii) la regulacion alterada del gen de 16836; y (iii) una modificacion post-traduccional aberrante de una proteina
16836.

Ademads, las proteinas de fusién de 16836 de la invencién pueden usarse como inmundgenos para producir anticuer-

pos anti-16836 en un sujeto, para purificar ligandos de 16836 y en ensayos de exploracién para identificar moléculas
que inhiben la interaccién de 16836 con sustrato de 16836.
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Se dispone en el mercado de vectores de expresion que ya codifican una resto de fusion (por ejemplo, un polipéptido
de GST). Un 4cido nucleico que codifica 16836 puede clonarse en dicho vector de expresion de tal forma que el resto
de fusidn se una en fase a la proteina 16836.

Anticuerpos Anti-16836

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo anti-16836, o un fragmento del mismo (por ejemplo,
un fragmento de unién a antigenos del mismo). El término “anticuerpo” como se usa en la presente memoria, se
refiere a una molécula inmunoglobulina o parte inmunolégicamente activa de la misma, es decir, una parte de unién
a antigeno. Como se usa en la presente memoria, el término “anticuerpo” se refiere a una proteina que comprende
al menos una, y preferiblemente dos, regiones variables de cadena pesada (H) (abreviadas en la presente memoria
como VH), y al menos una y preferiblemente dos regiones variables de cadena ligera (L) (abreviadas en la presente
memoria como VL). Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad,
denominadas “regiones determinantes de complementariedad” (“CDR”), intercaladas con regiones que estdn mas
conservadas denominadas “regiones flanqueantes” (FR). El grado de la region flanqueante y las CDR se ha definido de
forma precisa (véase, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, U.
S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242, y Chothia, C. et al. (1987) J. Mol. Biol.
196: 901-917, que se incorpora en la presente memoria como referencia). Cada VH y VL se compone de tres CDR
y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4.

El anticuerpo anti-16836 puede incluir ademds una region constante de cadena pesada y ligera, para formar de
esta manera una cadena de inmunoglobulina pesada y ligera, respectivamente. En una realizacidn, el anticuerpo es un
tetrdmero de dos cadenas pesadas de inmunoglobulina y dos cadenas ligeras de inmunoglobulina, donde las cadenas
pesada y ligeras de inmunoglobulina estdn interconectadas, por ejemplo, por enlaces disulfuro. La regién constante
de cadena pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. La region constante de cadena ligera comprende un
dominio, CL. La regién variable de las cadenas pesadas y ligeras contiene un dominio de unién que interacciona
con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos tipicamente median la unién del anticuerpo a tejidos o
factores del hospedador, incluyendo diversas células del sistema inmune (por ejemplo células efectoras) y el primer
componente (Clq) del sistema cldsico de complemento.

Como se usa en la presente memoria, el término “inmunoglobulina” se refiere a una proteina que consiste en uno o
mas polipéptidos sustancialmente codificados por genes de inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina humanos
reconocidos incluyen los genes de region constante kappa, lambda, alfa (IgA1 e IgA2), gamma (IgGl, 1gG2, 1gG3,
1gG4), delta, épsilon y mu, asi como la mirfada de genes de regién variable de inmunoglobulina. Las “cadenas ligeras”
de inmunoglobulina de longitud completa (de aproximadamente 25 KDa o 214 aminoécidos) se codifican por un gen
de regién variable en el extremo NH2 (aproximadamente 110 aminoécidos) y un gen de regién constante kappa o
lambda en el extremo COOH. Las “cadenas pesadas” de inmunoglobulina de longitud completa (aproximadamente
50 KDa o 446 aminodcidos), se codifican de forma similar por un gen de regién variable (de aproximadamente 116
aminodcidos) y uno de los otros genes de region constante mencionados anteriormente, por ejemplo gamma (que
codifica aproximadamente 330 aminoécidos).

La expresion “fragmento de union a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente “parte de anticuerpo” o “fragmen-
to”’), como se usa en la presente memoria, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo de longitud completa
que retienen la capacidad de unirse especificamente al antigeno, por ejemplo, el polipéptido 16836 o un fragmento
del mismo. Los ejemplos de fragmentos de unién a antigeno del anticuerpo anti-16836 incluyen, pero sin limitacién:
(1) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CHI; (ii) un fragmento
F(ab’),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un enlace disulfuro a la regién de
bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los
dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341: 544-
546), que consiste en un dominio VH; y (vi) una regién determinante de complementariedad (CDR) aislada. Ademas,
aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH se codifican por dos genes distintos, pueden unirse, usando mé-
todos recombinantes, por un enlazador sintético que permite que se obtengan como una sola cadena proteica en la que
las regiones VL y VH estdn emparejadas para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario
(scFv); véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242: 423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad Sci. USA
85: 5879-5883). Dentro de la expresion “fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo también se incluyen estos
anticuerpos monocatenarios. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales conocidas
por los especialistas en la técnica y los fragmentos se exploran con respecto a la utilidad de la misma manera que los
anticuerpos intactos.

El anticuerpo anti-16836 puede ser un anticuerpo policlonal o monoclonal. En otras realizaciones, el anticuerpo
puede producirse de forma recombinante, por ejemplo, puede producirse por presentacion en fagos o por métodos
combinatorios.

La presentacién en fagos y los métodos combinatorios para generar anticuerpos anti-16836 se conocen en la técnica
(como se describe, por ejemplo, en Ladner et al. Patente de los Estados Unidos N° 5.223.409; Kang et al. Publicacién
Internacional N° WO 92/18619; Dower et al. Publicacion Internacional N° WO 91/17271; Winter et al. Publicacion In-
ternacional N° WO 92/20791; Markland et al. Publicacién Internacional N° WO 92/15679; Breitling et al. Publicacién
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Internacional N° WO 93/01288; McCafferty et al. Publicacién Internacional N° WO 92/01047; Garrard et al. Publi-
cacién Internacional N° WO 92/09690; Ladner et al. Publicacién Internacional N° WO 90/02809; Fuchs et al. (1991)
Bio/Technology 9: 1370-1372; Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3: 81-85; Huse et al. (1989) Science 246:
1275-1281. Griffths et al. (1993) EMBO J 12: 725-734. Hawkins et al. (1992) J Mol Biol 226: 889-896; Clackson
et al. (1991) Nature 352: 624-628. Gram et al. (1992) PNAS 89: 3576-3580; Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9:
1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc AcidRes 19: 4133-4137; y Barbas et al. (1991) PNAS 88: 7978-7982,
cuyos contenidos se incorporan en la presente memoria como referencia).

En una realizacion, el anticuerpo anti-16836 es un anticuerpo completamente humano (por ejemplo un anticuerpo
obtenido en un ratén que se ha modificado por ingenieria genética para producir un anticuerpo a partir de una secuencia
de inmunoglobulina humana) o un anticuerpo no humano, por ejemplo un anticuerpo de roedor (ratén o rata), cabra,
primate (por ejemplo mono), o camello. Preferiblemente, el anticuerpo no humano es de un roedor (un anticuerpo de
raton o de rata). En la técnica se conocen métodos para producir anticuerpos de roedor.

Pueden generarse anticuerpos monoclonales humanos usando ratones transgénicos que llevan genes de inmuno-
globulina humana en lugar del sistema de ratén. Se usan esplenocitos de estos ratones transgénicos inmunizados con
el antigeno de interés para producir hibridomas que secretan mAb humanos con afinidades especificas por epitopos
de una proteina humana (véase, por ejemplo, Wood et al. Solicitud Internacional WO 91/00906, Kucherlapati et al.
Publicacién PCT WO 91/10741; Lonberg et al. Solicitud Internacional N°® WO 92/03918; Kay et al. Solicitud Inter-
nacional N° WO 92/03917; Lonberg, N. et al. 1994 Nature 368: 856-859; Green, L. L. et al. 1994 Nature Medicine 7:
13-21; Morrison, S. L. et al. 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855; Bruggeman et al. 1993 Year Immunol.
7: 33-40; Tuaillon et al. 1993 PNAS 90: 3720-3724; Bruggeman et al. 1991) Eur J. Immunol. 21: 1323-1326).

Un anticuerpo anti-16836 puede ser uno en el que la region variable, o una parte de la misma, por ejemplo, las
CDR, se genera en un organismo no humano, por ejemplo, una rata o ratén. Estan dentro de la invencién anticuerpos
quiméricos, con CDR injertadas y humanizados. Estan dentro de la invencién anticuerpos generados en un organismo
no humano, por ejemplo, una rata o ratén, y después modificados, por ejemplo, en la regién flanqueante variable o
constante, para reducir la antigenicidad en un ser humano.

Los anticuerpos quiméricos se pueden producir por técnicas de ADN recombinante conocidas en este campo. Por
ejemplo, un gen que codifica la regién constante Fc de una molécula de anticuerpo monoclonal murino (o de otra
especie) se digiere con enzimas de restriccion para retirar la regién que codifica la Fc murina y se sustituye por la parte
equivalente de un gen que codifica una regién constante Fc humana (véase Robinson ef al., Publicacién de Patente In-
ternacional PCT/US86/02269; Akira, et al., Solicitud de Patente Europea 184,187; Taniguchi, M., Solicitud de Patente
Europea 171.696; Morrison et al., Solicitud de Patente Europea 173.494; Neuberger et al., Solicitud Internacional WO
86/01533; Cabilly et al. Patente de Estados Unidos N° 4.816.567; Cabilly et al., Solicitud de Patente Europea 125.023;
Better et al. (1988 Science 240: 1041-1043); Liu et al. (1987) PNAS 84: 3439-3443; Liu et al., 1987, J. Immunol.
139: 3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84: 214-218; Nishimura et al., 1987, Canc. Res. 47: 999-1005; Wood et al.
(1985) Nature 314: 446-449; y Shaw et al., 1988, J. Natl Cancer Inst. 80: 1553-1559).

Un anticuerpo humanizado o con CDR injertadas tendrd al menos una o dos, pero generalmente las tres CDR del
receptor (de cadenas de inmunoglobulina pesadas o ligeras) reempladas por una CDR del donante. Un anticuerpo
puede reemplazarse por al menos una parte de una CDR no humana o sélo algunas de las CDR pueden reemplazarse
por CDR no humanas. Sélo es necesario reemplazar el niimero de CDR necesarias para unir el anticuerpo humanizado
a una 16836 o un fragmento de la misma. Preferiblemente, el donante serd un anticuerpo de roedor, por ejemplo,
un anticuerpo de rata o ratén, y el receptor serd una region flanqueante humana o una regién flanqueante humana
consenso. Tipicamente, la inmunoglobulina que proporciona las CDR se denomina “donante” y la inmunoglobulina
que proporciona la regién flanqueante se denomina “aceptor.” En una realizacién, la inmunoglobulina donante es no
humana (por ejemplo de roedor). La regién flanqueante del aceptor es una region flanqueante natural (por ejemplo,
humana) o una regién flanqueante consenso, o una secuencia con una identidad de aproximadamente 85% o mayor,
preferiblemente 90%, 95%, 99% o mayor.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “secuencia consenso” se refiere a la secuencia formada a partir
de los aminodcidos (o nucleétidos) que aparecen con mds frecuencia en una familia de secuencias relacionadas (Véa-
se, por ejemplo, Winnaker, From Genes to Clones (Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania 1987). En una familia
de proteinas, cada posicion en la secuencia consenso estd ocupada por el aminoacido que aparece con mas frecuen-
cia en esa posicion de la familia. Si dos aminodcidos aparecen con la misma frecuencia, cualquiera puede incluirse
en la secuencia consenso. Una “regioén flanqueante consenso” se refiere a la regién flanqueante en la secuencia de
inmunoglobulina consenso.

Un anticuerpo puede humanizarse por métodos conocidos en la técnica. Los anticuerpos humanizados pueden
generarse reemplazando secuencias de la region variable de Fv que no estdn implicadas directamente en la unién al
antigeno con secuencias equivalentes de regiones variables de Fv humanas. Se proporcionan métodos generales para
generar anticuerpos humanizados por Morrison, S. L., 1985, Science 229: 1202-1207, por Oi et al., 1986, BioTech-
niques 4: 214, y por Queen et al. documentos US 5.585.089, US 5.693.761 y US 5.693.762, cuyos contenidos se
incorporan en la presente memoria como referencia. Estos métodos incluyen el aislamiento, manipulacién y expresién
de las secuencias de 4cido nucleico que codifican todo o parte de las regiones variables de Fv de inmunoglobulina de al
menos una de una cadena pesada o ligera. Las fuentes de dicho dcido nucleico son bien conocidas por los especialistas
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en la técnica y, por ejemplo, pueden obtenerse a partir de un hibridoma que produce un anticuerpo contra un polipép-
tido 16836 o un fragmento del mismo. El ADN recombinante que codifica el anticuerpo humanizado, o fragmento del
mismo, después puede clonarse en un vector de expresién apropiado.

Los anticuerpos humanizados o con injertos de CDR pueden producirse por injerto de CDR o sustitucién de CDR,
donde pueden reemplazarse una, dos o todas las CDR de una cadena de inmunoglobulina. Véase, por ejemplo, la
Patente de Estados Unidos 5.225.539; Jones et al. 1986 Nature 321: 552-525; Verhoeyan et al. 1988 Science 239:
1534; Beidler et al. 1988 J. Immunol. 141: 4053-4060; Winter, documento US 5.225.539, cuyo contenido se incorpora
expresamente en la presente memoria como referencia. Winter describe un método de injerto de CDR que puede
usarse para preparar los anticuerpos humanizados de la presente invencién (Solicitud de Patente del Reino Unido
GB 2188638A, presentada el 26 de marzo de 1987; Winter documento US 5.225.539), cuyo contenido se incorpora
expresamente como referencia.

También se incluyen dentro del alcance de la invencién anticuerpos humanizados en los que se han sustituido,
delecionado o afiadido aminodcidos especificos. Los anticuerpos humanizados preferidos tienen sustituciones de ami-
nodcidos en la regién flanqueante, tal como para mejorar la unién al antigeno. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado
tendrd restos flanqueante idénticos al resto flanqueante del donante o a otro aminodcido distinto del resto flanqueante
del receptor. Para generar estos anticuerpos, un nimero pequefio seleccionado de restos flanqueantes del aceptor de la
cadena de inmunoglobulina humanizada pueden reemplazarse por los aminoécidos correspondientes del donante. Las
localizaciones preferidas de las sustituciones incluyen restos aminoacidicos adyacentes a la CDR, o que son capaces
de interaccionar con una CDR (véase, por ejemplo, el documento US 5.585.089). Se describen criterios para selec-
cionar aminodcidos del donante en el documento US 5.585.089, por ejemplo, en las columnas 12-16 del documento
US 5.585.089, por ejemplo las columnas 12-16 del documento US 5.585.089, cuyos contenidos se incorporan en la
presente memoria como referencia. Se describen otras técnicas para humanizar anticuerpos en Padlan et al. documento
EP 519596 A1, publicado el 23 de diciembre de 1992.

En realizaciones preferidas, un anticuerpo puede obtenerse inmunizando con antigeno 16836 purificado, o un
fragmento del mismo, por ejemplo, un fragmento descrito en la presente memoria, tejido, por ejemplo, preparaciones
de tejido en bruto, células enteras, preferiblemente células vivas, células lisadas o fracciones celulares.

Una proteina 16836 de longitud completa o un fragmento peptidico antigénico de 16836 puede usarse como inmu-
négeno o puede usarse para identificar anticuerpos anti-16836 obtenidos con otros inmundégenos, por ejemplo, células,
preparaciones de membrana y similares. El péptido antigénico de 16836 debe incluir al menos 8 restos aminoacidi-
cos de la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 2 e incluye un epitopo de 16836. Preferiblemente,
el péptido antigénico incluye al menos 10 restos aminoacidicos, mas preferiblemente al menos 15 restos aminoaci-
dicos, incluso mas preferiblemente al menos 20 restos aminoacidicos y ain mas preferiblemente al menos 30 restos
aminoacidicos.

Pueden usarse fragmentos de 16836 que incluyen restos aproximadamente 330-350, aproximadamente 610-630 o
aproximadamente 1120-1140 para obtener anticuerpos contra regiones hidréfilas de la proteina 16836, por ejemplo,
usados como inmundgenos o usados para caracterizar la especificidad de un anticuerpo. De forma similar, pueden
usarse fragmentos de 16836 que incluyen los restos aproximadamente 200-230, aproximadamente 430-450, o apro-
ximadamente 830-840 para obtener un anticuerpo contra una region hidr6foba de la proteina 16836. Un fragmento
de 16836 que incluye los restos aproximadamente 35-338 puede usarse para obtener un anticuerpo contra la regién
RasGEEF de la proteina 16836. Un fragmento de 16836 que incluye los restos aproximadamente 35-338 puede usarse
para fabricar un anticuerpo contra la regiéon RasGEF de la proteina 16836. Un fragmento de 16836 que incluye los
restos aproximadamente 900-1048 puede usarse para obtener un anticuerpo contra la regién PI-PLC-X de la proteina
16836. Un fragmento de 16836 que incluye los restos aproximadamente 1171-1184 o 1261-1353 puede usarse para
obtener un anticuerpo contra la regiéon PI-PLC-Y de la proteina 16836. Un fragmento de 16836 que incluye los res-
tos aproximadamente 1378-1460 puede usarse para obtener un anticuerpo contra la regiéon C2 de la proteina 16836.
Un fragmento de 16836 que incluye los restos aproximadamente 1640-1745 puede usarse para obtener un anticuerpo
contra la regiéon RA de la proteina 16836.

Se proporcionan anticuerpos reactivos con o especificos para cualquiera de estas regiones, u otras regiones o
dominios descritos en la presente memoria.

Los anticuerpos que se unen s6lo a la proteina 16836 nativa, s6lo a la proteina 16836 desnaturalizada o no nativa de
otra manera o que se unen a ambas proteinas estdn dentro de la invencién. También estdn dentro de la invencién anti-
cuerpos con epitopos lineales o conformacionales. Los epitopos conformacionales algunas veces pueden identificarse
identificando anticuerpos que se une a la protefna nativa pero no a la protefna 16836 desnaturalizada.

Los epitopos preferidos incluidos por el péptido antigénico son regiones de 16836 que estdn localizadas en la
superficie de la proteina, por ejemplo regiones hidroéfilas, asi como regiones con alta antigenicidad. Por ejemplo,
puede usarse un andlisis de probabilidad de localizacién en superficie de Emini de la secuencia de la proteina 16836
humana para indicar las regiones que tienen una probabilidad particularmente elevada de localizarse en la superficie de
la proteina 16836y, por lo tanto, es probable que constituyan restos en la superficie ttiles para dirigirse a la produccién
de anticuerpos.
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En realizaciones preferidas los anticuerpos pueden unirse a uno o mds antigenos purificados, tejidos, por ejemplo
secciones tisulares, células enteras, preferiblemente células vivas, células lisadas o fracciones celulares.

El anticuerpo anti-16836 puede ser un anticuerpo monocatenario. Un anticuerpo monocatenario (scFV) puede
obtenerse por ingenieria genética (véase, por ejemplo, Colcher, D. et al. (1999) Ann N Y Acad Sci 880: 263-80; y
Reiter, Y. (1996) Clin Cancer Res 2: 245-52). El anticuerpo monocatenario puede dimerizarse o multimerizarse para
generar anticuerpos multivalentes que tienen especificidades por diferentes epitopos de la misma proteina 16836 diana.

En una realizacion preferida, el anticuerpo tiene: funcidn efectora; y puede fijar el complemento. En otra realiza-
ciones, el anticuerpo no recluta células efectoras; ni se fija al complemento.

En una realizacion preferida, el anticuerpo tiene una capacidad reducida o nula de unirse a un receptor Fc. Por
ejemplo, es un isotipo o subtipo, fragmento u otro mutante, que no soporta la unién a un receptor Fc, por ejemplo,
tiene una regién de unidn al receptor Fc mutagenizada o delecionada.

En una realizacién preferida, un anticuerpo anti-16836 altera (por ejemplo aumenta o reduce) la capacidad de un
polipéptido 16836 de catalizar la hidrélisis del fosfatidilinositol o asociarse con Ras.

El anticuerpo puede acoplarse a una toxina, por ejemplo, una toxina polipeptidica, por ejemplo ricina o la to-
xina diftérica o un fragmento activo de la misma, o un ntcleo radiactivo, o un agente de formacién de imagenes,
por ejemplo, un agente radiactivo, enzimatico y otro agente, por ejemplo, un agente de formacién de imagenes, por
ejemplo, un agente de contraste de RMN. Se prefieren marcadores que producen emisiones radiactivas detectables o
fluorescencia.

Un anticuerpo anti-16836 (por ejemplo, anticuerpo monoclonal) puede usarse para aislar 16836 por técnicas con-
vencionales, tales como cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacién. Ademads, un anticuerpo anti-16836 puede
usarse para detectar la proteina 16836 (por ejemplo, en un lisado celular o sobrenadante celular) para evaluar la abun-
dancia y patrén de expresion de la proteina. Los anticuerpos anti-16836 pueden usarse diagndsticamente para controlar
niveles de proteinas en un tejido como parte de un procedimiento de ensayo clinico, por ejemplo, para determinar la
eficacia de un régimen de tratamiento dado. La deteccién puede facilitarse por acoplamiento (es decir unién fisica)
del anticuerpo o una sustancia detectable (es decir marcaje con anticuerpos). Los ejemplos de sustancias detectables
incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminescentes, materiales biolumi-
nescentes y materiales radiactivos. Los ejemplos de las enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fos-
fatasa alcalina, §-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; los ejemplos de los complejos de grupos prostéticos adecuados
incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de los materiales fluorescentes adecuados incluyen um-
beliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo
o ficoeritrina; un ejemplo de un material bioluminiscente incluye luminol; los ejemplos de materiales bioluminiscentes
incluyen luciferasa, luciferina y aecuorina y los ejemplos de materiales radiactivos adecuados incluyen '»1, BT, ¥S o
H. La invencién también incluye un dcido nucleico que codifica un anticuerpo anti-16836, por ejemplo, un anticuerpo
anti-16836 descrito en la presente memoria. También se incluyen vectores que incluyen el 4cido nucleico y células
transformadas con el 4cido nucleico, particularmente células que son ttiles para producir un anticuerpo, por ejemplo,
células de mamifero, por ejemplo células CHO o células linfaticas.

La invencién también incluye lineas celulares, por ejemplo, hibridomas, que fabrican un anticuerpo anti-16836,
por ejemplo, y un anticuerpo descrito en la presente memoria, y un método para usar dichas células para obtener un
anticuerpo 16836.

Células Hospedadoras de Vectores de Expresion Recombinantes y Células Obtenidas por Ingenieria Genética

En otro aspecto, la invencién incluye vectores, preferiblemente vectores de expresion, que contienen un acido
nucleico que codifica un polipéptido descrito en la presente memoria. Como se usa en la presente memoria, el término
“vector” se refiere a una molécula de dcido nucleico capaz de transportar otro dcido nucleico al que se ha unido y puede
incluir un pldsmido, c6smido o vector viral. El vector puede replicarse de forma auténoma o puede integrarse en un
ADN del hospedador. Los vectores virales incluyen, por ejemplo, retrovirus con defectos en la replicacion, adenovirus
y virus adenoasociados.

Un vector puede incluir un dcido nucleico de 16836 en una forma adecuada para la expresion del dcido nucleico
en una célula hospedadora. Preferiblemente, el vector de expresion recombinante incluye una o mds secuencias regu-
ladoras unidas operativamente a la secuencia de dcido nucleico a expresar. El término “secuencia reguladora” incluye
promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresion (por ejemplo sefiales de poliadenilacién). Las
secuencias reguladoras incluyen las que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucledtidos, asi como
secuencias inducibles y/o reguladoras con especificidad de tejido. El disefio del vector de expresion puede depender
de factores tales como la eleccion de la célula hospedadora a transformar, el nivel de expresion de proteina deseado
y similares. Los vectores de expresion de la invencion pueden introducirse en las células hospedadoras para producir
de esta manera proteinas o polipéptidos, incluyendo proteinas o polipéptidos de fusion, codificados por acidos nuclei-
cos como se describe en la presente memoria (por ejemplo, proteinas 16836, formas mutantes de proteinas 16836,
proteinas de fusion y similares).
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Los vectores de expresidon recombinantes de la invencién pueden disefiarse para la expresién de proteinas 16836
en células procariéticas o eucaridticas. Por ejemplo, pueden expresarse polipéptidos de la invencién en E. coli, células
de insecto (por ejemplo usando vectores de expresion de baculovirus), células de levadura o células de mamifero. Se
describen células hospedadora adecuadas adicionalmente en Goeddel, (1990) Gene Expression Technology: Methods
in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA. Como alternativa, el vector de expresién recombinante puede
transcribirse y traducirse in vitro, por ejemplo, usando secuencias reguladoras del promotor de T7 y polimerasa de
T7.

La expresion de proteinas en procariotas se realiza la mayoria de las veces en E. coli con vectores que contienen
promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas de fusién o proteinas que no son proteinas
de fusion. Los vectores de fusion afiaden varios aminoécidos a una proteina codificada en los mismos, normalmente
en el extremo amino de la proteina recombinante. Estos vectores de fusion tipicamente tiene tres fines: 1) aumentar
la expresion de la proteina recombinante; 2) aumentar la solubilidad de la proteina recombinante; y 3) ayudar en la
purificacion de la proteina recombinante actuando como ligando en la purificacién por afinidad. A menudo, se in-
troduce un sitio de escisién proteolitico en la unién del resto de fusion y la proteina recombinante para permitir la
separacién de la proteina recombinante del resto de fusién después de la purificacién de la proteina de fusion. Estas
enzimas y sus secuencias de reconocimiento afines incluyen el Factor Xa, trombina y enteroquinasa. Los vectores
de expresion de fusién tipicos incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. y Johnson, K. S. (1988) Gene
67: 31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRITS5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que fusionan gluta-
tién S-transferasa (GST), proteina de unién a maltosa E o proteina A, respectivamente, a la proteina recombinante
diana.

En ensayos de actividad de 16836 pueden usarse proteinas de fusion purificadas (por ejemplo, ensayos directos o
ensayos competitivos descritos con detalle mas adelante) o para generar anticuerpos especificos para proteinas 16836.
En una realizacién preferida, puede usarse una proteina de fusion expresada en un vector de expresion retroviral de la
presente invencion para infectar células de médula 6sea, que posteriormente se transplantan en receptores irradiados.
Posteriormente, se examina la patologia del receptor después de que haya transcurrido un tiempo suficiente (por
ejemplo, seis semanas).

Para maximizar la expresion de protefnas recombinantes en E. coli, se expresa la proteina en una bacteria hospe-
dadora con una capacidad deteriorada de escindir proteoliticamente la proteina recombinante (Gottesman, S. (1990)
Methods Enzymol. 1990:Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego,
California 119-128). Otra estrategia es alterar la secuencia de dcido nucleico del dcido nucleico a insertar en un vector
de expresion de forma que los codones individuales para cada aminodcido sean los utilizados preferentemente en E.
coli (Wada et al., (1992) Nucleic Acids Res. 20: 2111-2118). Esta alteracién de secuencias de acido nucleico de la
invencién puede realizarse por técnicas de sintesis de ADN convencionales.

El vector de expresion de 16836 puede ser un vector de expresion de levadura, un vector para la expresion en
células de insecto, por ejemplo, un vector de expresion de baculovirus o un vector adecuado para la expresion en
células de mamifero.

Cuando se usa en células de mamiferos, las funciones de control del vector de expresién pueden proporcionarse
por elementos reguladores virales. Por ejemplo, los promotores usados cominmente poceden de polioma, Adenovirus
2, citomegalovirus y virus de simio 40.

En otra realizacién, el promotor es un promotor inducible, por ejemplo, un promotor regulado por una hormona
esteroidea, por una hormona polipeptidica (por ejemplo, por medio de una ruta de transduccién de sefiales), o por
un polipéptido heterdlogo (por ejemplo, los sistemas inducibles por tetraciclina “Tet-On” y “Tet-Off’; véase, por
ejemplo, Clontech Inc., CA, Gossen y Bujard (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5547, y Paillard (1989) Human
Gene Therapy 9: 983).

En otra realizacidn, el vector de expresion de mamifero recombinante es capaz de dirigir la expresion del 4cido
nucleico preferencialmente en un tipo celular particular (por ejemplo, se usan elementos reguladores con especificidad
de tejido para expresar el dcido nucleico). Los ejemplos no limitantes de promotores con especificidad de tejido
adecuado incluyen el promotor de albiimina (con especificidad de higado; Pinkert et al. (1987) Genes Dev. 1: 268-277),
promotores con especificidad linfoide (Calame y Eaton (1988) Adv. Immunol. 43: 235-275), en particular promotores
de receptores de células T (Winoto y Baltimore (1989) EMBO J. 8: 729-733) e inmunoglobulinas (Banerji et al. (1983)
Cell 33: 729-740; Queen y Baltimore (1983) Cell 33: 741-748), promotores con especificidad de neurona (por ejemplo,
el promotor del neurofilamiento; Byrne y Ruddle (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477), promotores con
especificidad de pancreas (Edlund et al. (1985) Science 230: 912-916), y promotores con especificidad de glandula
mamaria (por ejemplo, promotor de suero de leche; Patente de Estados Unidos N°4.873.316 y Publicacién de Solicitud
Europea N° 264.166). También se incluyen promotores regulados en el desarrollo, por ejemplo, los promotores de hox
murinos (Kessel y Gruss (1990) Science 249: 374-379) y el promotor de a-fetoproteina (Campes y Tilghman (1989)
Genes Dev. 3: 537-546).

La invencién también proporciona un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de ADN
de la invencion clonada en el vector de expresion en una orientacion antisentido. Pueden elegirse secuencias regula-
doras (por ejemplo, promotores y/o potenciadores virales) unidos operativamente a un acido nucleico clonado en la
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orientacion antisentido que dirijan la expresion constitutiva, especifica de tejido o especifica de tipo celular del ARN
antisentido en una diversidad de tipos celulares. El vector de expresion antisentido puede estar forma de un plasmido
recombinante, fagémico o virus atenuado.

Otro aspecto de la invencién proporciona una célula hospedadora que incluye una molécula de acido nucleico des-
crita en la presente memoria, por ejemplo, una molécula de 4cido nucleico de 16836 dentro de un vector de expresién
recombinante o una molécula de dcido nucleico de 16836 que contiene secuencias que permiten que se recombine
homélogamente en un sitio especifico del genoma de la célula hospedadora. Las expresiones “célula hospedadora” y
“célula hospedadora recombinante” se usan indistintamente en la presente memoria. Estos términos se refieren no sélo
a la célula objeto particular, sino a la descendencia o posible descendencia de dicha célula. Como pueden realizarse
ciertas modificaciones en generaciones sucesivas debido a una mutacién o influencias ambientales, dicha descenden-
cia efectivamente puede no ser idéntica a la célula parental, pero atin asi se incluye dentro del alcance de la expresién
como se usa en la presente memoria.

Una célula hospedadora puede ser cualquier célula procaridtica o eucariética. Por ejemplo, una proteina 16836
puede expresarse en células bacterianas (tales como E. coli), células de insecto, células de levadura o mamifero (tales
como células de ovario de hdmster chino (CHO) o células COS). Los especialistas en la técnica conocen otras células
hospedadoras adecuadas.

El ADN del vector puede introducirse en células hospedadoras por técnicas de transformacién o transfeccién con-
vencionales. Como se usa en la presente memoria, los términos “transformacion” y “transfecciéon” pretenden hacer re-
ferencia a una diversidad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir un 4cido nucleico extrafio (por ejemplo,
un ADN) en una célula hospedadora, incluyendo coprecipitacién con fosfato célcico o cloruro célcico, transfeccién
mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion o electroporacion.

Una célula hospedadora de la invencidn puede usarse para producir (es decir expresar) una proteina 16836. Por
consiguiente, la invencién proporciona ademds métodos para producir una proteina 16836 usando las células hospeda-
doras de la invencién. En una realizacién, el método incluye cultivar la célula hospedadora de la invencion (en la que
se ha introducido un vector de expresién recombinante que codifica una proteina 16836) en un medio adecuado de tal
forma que se produzca la proteina 16836. En otra realizacion, el método incluye ademds aislar una protefna 16836 a
partir del medio o de la célula hospedadora.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a una célula o preparacién purificada de células que incluye un transgen
de 16836 o que expresa erréneamente de otra manera 16836. La preparacion de células puede consistir en células
humanas o no humanas, por ejemplo, células de roedor, por ejemplo, células de ratén o rata, células de conejo o células
de cerdo. En realizaciones preferidas, la célula o las células incluyen un transgen de 16836 por ejemplo, una forma
heteréloga de una proteina 16836, por ejemplo, un gen derivado de humanos (en el caso de una célula no humana).
El transgen de 16836 puede expresarse de forma defectuosa, por ejemplo, tener una expresion excesiva o insuficiente,
por ejemplo sobre-expresarse o infra-expresarse. En otras realizaciones preferidas, la célula o las células incluyen un
gen que expresa de forma errénea una proteina 16836 endégena, por ejemplo, un gen cuya expresion se altera, por
ejemplo, un knockout. Estas células pueden servir como modelo para estudiar trastornos que estdn relacionados con
alelos de 16836 mutados o expresados de forma errénea o para uso en la exploracién de farmacos.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una célula humana, por ejemplo, una célula madre hematopoyética,
transformada con un dcido nucleico que codifica un polipéptido 16836 objeto.

También se proporcionan células, preferiblemente células humanas, por ejemplo células hematopoyéticas o fi-
broblastos humanos, en los que una proteina 16836 enddgena esta bajo el control de una secuencia reguladora que
normalmente no controla la expresién del gen 16836 endégeno. Las caracteristicas de expresién de un gen endégeno
dentro de una célula, por ejemplo, una linea celular o microorganismo, pueden modificarse insertando un elemento
regulador de ADN heter6logo en el genoma de la célula de tal forma que el elemento regulador insertado esté unido
operativamente al gen de 16836 end6geno. Por ejemplo, un gen de 16836 endégeno que es “silencioso transcripcional-
mente”, por ejemplo, no se expresa normalmente o se expresa sélo a niveles muy bajos, puede activarse por insercién
de un elemento regulador que es capaz de promover la expresién de un producto génico que normalmente se expresa
en esa célula. Pueden usarse técnicas tales como recombinaciones homélogas dirigidas para insertar el ADN heterélo-
go como se describe, por ejemplo, en Chappel, documento US 5.272.071; documento WO 91/06667, publicado el 16
de mayo de 1991.

En una realizacién preferida, pueden usarse células recombinantes descritas en la presente memoria para la terapia
de reemplazo en un sujeto. Por ejemplo, un 4cido nucleico que codifica un polipéptido 16836 unido operativamente a
un promotor inducible (por ejemplo, un promotor regulado por el receptor de hormonas esteroideas) se introduce en
una célula recombinante humana o no humana, por ejemplo, de mamifero, por ejemplo porcina. La célula se cultiva y
se encapsula en un material biocompatible, tal como arginato de polilisina, y posteriormente se implanta en el sujeto.
Véase, por ejemplo, Lanza (1996) Nat. Biotechnol. 14: 1107; Joki et al. (2001) Nat. Biotechnol. 19: 35; y Patente
de Estados Unidos N° 5.876.742. La produccién del polipéptido 16836 puede regularse en el sujeto por medio de la
administracién de un agente (por ejemplo, una hormona esteroidea) al sujeto. En otra realizacién preferida, las células
recombinantes implantadas expresan y secretan un anticuerpo especifico para un polipéptido 16836. El anticuerpo
puede ser cualquier anticuerpo o cualquier derivado de anticuerpo descrito en la presente memoria.
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Usos

Las moléculas de 4cido nucleico, proteinas, homélogos de proteina y anticuerpos descritos en la presente memoria
pueden usarse en uno o més de los siguientes métodos: a) ensayos de exploracion; b) medicina predictiva (por ejemplo,
ensayos de diagndstico, ensayos de progndstico, ensayos clinicos de monitorizacién y farmacogenética); y ¢) métodos
de tratamiento (por ejemplo, terapéuticos y profildcticos).

Las moléculas de 4cido nucleico aisladas de la invencién pueden usarse, por ejemplo, para expresar una proteina
16836 (por ejemplo, por medio de un vector de expresion recombinante en una célula hospedadora en aplicaciones de
terapia génica), para detectar un ARNm de 16836 (por ejemplo, en una muestra biolégica) o una alteracién genética en
un gen de 16836, y para modular la actividad de 16836, como se describe adicionalmente mds adelante. Las proteinas
16836 pueden usarse para tratar trastornos caracterizados por una produccién insuficiente o excesiva de un sustrato de
16836 o la produccién de inhibidores de 16836. Ademads, las proteinas 16836 pueden usarse para seleccionar sustratos
de 16836 naturales, para buscar farmacos o compuestos que modulan la actividad de 16836, asi como para tratar
trastornos caracterizados por una produccion insuficiente o excesiva de proteina 16836 o la produccién de formas de
proteina 16836 que tienen una actividad reducida, aberrante o indeseada en comparacién con la proteina 16836 de tipo
silvestre (por ejemplo, trastornos de la proliferacién y/o diferenciacién celular). Ademds, los anticuerpos anti-16836
de la invencién pueden usarse para detectar y aislar proteinas 16836, regular la biodisponibilidad de las proteinas
16836 y modular la actividad de 16836.

Se proporciona un método para evaluar en un compuesto la capacidad de interaccionar con, por ejemplo, unirse a
un polipéptido 16836 objeto. El método incluye: poner en contacto el compuesto con el polipéptido 16836 objeto; y
evaluar la capacidad del compuesto de interaccionar con, por ejemplo, de unirse o formar un complejo con el polipép-
tido 16836 objeto. Este método puede realizarse in vitro, por ejemplo en un sistema sin células, o in vivo, por ejemplo,
en un ensayo de trampa de interacciéon doble hibrido. Este método puede usarse para identificar moléculas natura-
les que interaccionan con el polipéptido 16836 objeto. También puede usarse para encontrar inhibidores naturales o
sintéticos del polipéptido 16836 objeto. Mas adelante se describen con mds detalle métodos de exploracién.

Ensayos de Exploracion

La invencién proporciona métodos (también denominados en la presente memoria “ensayos de exploracién”) pa-
ra identificar moduladores, es decir, compuestos o agentes candidatos o de ensayo (por ejemplo proteinas, péptidos,
peptidomiméticos, peptoides, moléculas pequefias u otros foirmacos) que se unen a proteinas 16836, tienen un efecto
estimulador o inhibidor, por ejemplo, sobre la expresion de 16836 o la actividad de 16836, o tienen un efecto estimu-
lador o inhibidor, por ejemplo, sobre la expresion o la actividad de un sustrato de 16836. Los compuestos identificados
de esta manera pueden usarse para modular la actividad de productos génicos diana (por ejemplo genes de 16836) en
un protocolo terapéutico, para elaborar la funcién bioldgica del producto génico diana, o para identificar compuestos
que alteran las interacciones normales con el gen diana.

En una realizacién, la invencién proporciona ensayos para explorar compuestos candidatos o de ensayo que son
sustratos de una proteina o polipéptido 16836 o una parte biolégicamente activa del mismo. En otra realizacion, la
invencién proporciona ensayos para explorar compuestos candidatos o de ensayo que se unen o modulan una actividad
de una proteina o polipéptido 16836 o una parte bioldgicamente activa del mismo.

Las actividades de una proteina 16836 que pueden evaluarse en un ensayo de exploracién incluyen la capacidad
de catalizar la hidr6lisis de fosfatidilinositol, la capacidad de asociarse con ras, preferiblemente ras activado (unido a
GTP) y la capacidad de mediar la actividad de intercambio de nucledtidos de guanina.

En una realizacion, puede ensayarse la actividad de asociacién con ras de una proteina 16836 como se indica a
continuacién. En primer lugar, se prepara un polipéptido que contiene un fragmento de unién a ras de 16836, por
ejemplo, aproximadamente los aminodcidos 1640-1745 de 1la SEC ID N°: 2. Por ejemplo, el fragmento de unién a ras
de 16836 puede fusionarse a una secuencia de aminodcidos que permite la purificacién del polipéptido y/o la deteccién
de la unidén a ras. En segundo lugar, se evalian los compuestos de ensayo o candidatos con respecto a su capacidad
de modular la unién a ras por el polipéptido. En un ejemplo, se usa una exploracién doble hibrido en levadura para
detectar la interaccion entre una proteina 16836 y ras, asi como una modulacién de esta interaccioén en presencia de
compuestos candidatos o de ensayo. Véase, por ejemplo, Shibatohge et al. (1998) J. Biol. Chem. 273: 6218 como
ejemplo de dicho ensayo.

Los compuestos de ensayo de la presente invencién pueden obtenerse usando cualquiera de las numerosas es-
trategias en los métodos de bibliotecas combinatorias conocidos en la técnica, incluyendo: bibliotecas bioldgicas;
bibliotecas de peptoides (bibliotecas de moléculas que tienen las funcionalidades de péptidos, pero con un nuevo es-
queleto no peptidico que son resistentes a la degradacién enzimdtica pero que siguen siendo bioactivas; véase, por
ejemplo, Zuckermann, R. N. et al. (1994) J. Med Chem. 37: 2678-85); bibliotecas en fase de solucién o en fase sélida
paralelas dirigibles espacialmente; métodos de bibliotecas sintéticas que requieren desconvolucién; el método de bi-
blioteca “una perla-un compuesto”; y los métodos de bibliotecas sintéticas que usan la seleccion de cromatografia de
afinidad. Las estrategias de biblioteca biolégica y biblioteca de peptoides se limitan a bibliotecas de péptidos, mientras
que las otras cuatro estrategias son aplicables a bibliotecas de péptidos, oligémeros no peptidicos o compuestos de
molécula pequeiia (Lam (1997) Anticancer Drug Des. 12:145).
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Pueden encontrarse ejemplos de métodos para la sintesis de bibliotecas moleculares en la técnica, por ejemplo, en:
DeWitt et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6909; Erb er al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11422;
Zuckermann et al. 1994. J. Med. Chem. 37: 2678; Cho et al. (1993) Science 261: 1303; Carrell ef al. (1994) Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; y Gallop et al. 1994 J. Med.
Chem. 37: 1233.

Pueden presentarse bibliotecas de compuestos en solucién (por ejemplo Houghten (1992) Biotechniques 13: 412-
421) o en perlas (Lam (1991) Nature 354: 82-84), chips (Fodor (1993) Nature 364: 555-556), bacteria (Ladner, Patente
de Estados Unidos N° 5.223.409), esporas (Ladner Patente de Estados Unidos N° 5.223.409), pldsmidos (Cull et al.
(1992) Proc Natl Acad Sci USA 89: 1865-1869) o en fagos (Scott y Smith (1990) Science 249: 386-390; Devlin (1990)
Science 249: 404-406; Cwirla et al. (1990) Proc. Natl. Acad Sci. 87: 6378-6382; Felici (1991) J. Mol. Biol. 222: 301-
310; Ladner supra.).

En una realizacion, el ensayo es un ensayo basado en células en el que una célula que expresa una proteina 16836
0 una parte biolégicamente activa de la misma se pone en contacto con un compuesto de ensayo y se determina la
capacidad del compuesto de ensayo de modular la actividad de 16836. La determinacién de la capacidad del compuesto
de ensayo de modular la actividad de 16836 puede realizarse controlando, por ejemplo, la hidrélisis de fosfatidilinositol
o la asociacién de Ras. La célula, por ejemplo, puede ser de mamifero, por ejemplo, humana.

También puede evaluarse la capacidad del compuesto de ensayo de modular la unién de 16836 a un compuesto,
por ejemplo, un sustrato de 16836, o de unirse a 16836. Esto puede conseguirse, por ejemplo, por acoplamiento
del compuesto, por ejemplo el sustrato, con un marcador radioisotopico o enzimético de tal forma que la unién del
compuesto, por ejemplo, el sustrato a 16836 pueda determinarse por medio de la deteccion del compuesto marcado,
por ejemplo, el sustrato en un complejo. Como alternativa, 16836 podria acoplarse con un marcador radioisotépico
o enzimadtico para controlar la capacidad de un compuesto de ensayo de modular la unién de 16836 a un sustrato
de 16836 en un complejo. Por ejemplo, los compuestos (por ejemplo, sustratos de 16836) pueden marcarse con '*1,
338, 14C, 0 *H, directamente o indirectamente, y el radioisétopo puede detectarse por contacto directo de radioemision
por recuento de centelleo. Como alternativa, los compuestos pueden marcarse enzimaticamente, por ejemplo, con
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, o luciferasa, y el marcador enzimatico puede detectarse determinando
la conversion de un sustrato apropiado en producto.

Puede evaluarse la capacidad de un compuesto (por ejemplo sustrato de 16836) de interaccionar con 16836 con
o sin el marcaje de cualquiera de los agentes que interaccionan. Por ejemplo, puede usarse un microfisiémetro para
detectar la interaccién de un compuesto con 16836 sin el marcaje del compuesto o el 16836. McConnell, H. M.
et al. (1992) Science 257: 1906-1912. Como se usa en la presente memoria, un “microfisiometro” (por ejemplo,
Cytosensor) es un instrumento analitico que mide la velocidad a la que una célula acidifica su entorno usando un
sensor potenciométrico dirigible por luz (LAPS). Los cambios en esta velocidad de acidificacién pueden usarse como
indicador de la interaccién entre un compuesto y 16836.

En otra realizacion, se proporciona un ensayo sin células en el que una proteina 16836 o una parte biolégicamente
activa de la misma se pone en contacto con un compuesto de ensayo y se evalia la capacidad del compuesto de
ensayo de unirse a la proteina 16836 o a la parte biol6gicamente activa de la misma. Las partes biolégicamente activas
preferidas de las proteinas 16836 a usar en los ensayos de la presente invencién incluyen fragmentos que participan
en interacciones con moléculas que no son 16836, por ejemplo, fragmentos con altas puntuaciones de probabilidad de
localizacién en superficie.

En los ensayos sin células de la invencién pueden usarse formas solubles y/o unidas a la membrana de proteinas
aisladas (por ejemplo, proteinas 16836 o partes bioldgicamente activas de las mismas). Cuando se usan formas unidas
en la membrana de la proteina, puede ser deseable utilizar un agente de solubilizacion. Los ejemplos de estos agentes
de solubilizacién incluyen detergentes no i6nicos tales como n—octil(glucésido, n-dodecilglucdsido, n-dodecilmaltd-
sido, octanoil-N-metilglucamida, decanoil-N-metilglucamida, Triton® X-100, Triton® X-114, Thesit®, isotridecipoli
(etilenglicoléter),, 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propano sulfonato (CHAPS), 3-[(3-colamidopropil)dime-
tilamonio]-2-hidroxi- 1-propano sulfonato (CHAPSO) o N-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio- 1-propano sulfonato.

Los ensayos sin células implican preparar una mezcla de reaccién de la proteina del gen diana y el compuesto de
ensayo en condiciones y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que los dos componentes interaccionen
y se unan, formando de esta manera un complejo que puede retirarse y/o detectarse.

También puede detectarse la interaccion entre dos moléculas, por ejemplo, usando transferencia de energia de fluo-
rescencia (FET) (véase, por ejemplo, Lakowicz et al., Patente de Estados Unidos N° 5.631.169; Stavrianopoulos, et al.,
Patente de Estados Unidos N° 4.868.103). Se selecciona un marcador fluoréforo en la primera molécula “donadora”
de tal forma que su energia fluorescente emitida se absorba por un marcador fluorescente en una segunda molécula
“aceptora”, que a su vez puede emitir fluorescencia debido a la energia absorbida. Como alternativa, la molécula de
protefna “donadora” simplemente puede utilizar la energfa fluorescente natural de los restos de triptofano. Se eligen
marcadores que emiten diferentes longitudes de onda de luz, de tal forma que el marcador de la molécula “acepto-
ra” puede diferenciarse de la de la “donadora”. Como la eficacia de transferencia de energia entre los marcadores
estd relacionada con la distancia que separa las moléculas, puede evaluarse la relacién espacial entre las molécu-
las. En una situacién en la que se produce la unién entre las moléculas, la emisién fluorescente del marcador de la
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molécula “aceptora” en el ensayo debe ser mdxima. Convenientemente puede medirse un acontecimiento de unién
FET por medios de deteccién fluorométrica convencionales bien conocidos en la técnica (por ejemplo, usando un
fluorimetro).

En otra realizacién, la determinacion de la capacidad de la proteina 16836 de unirse a una molécula diana puede
realizarse usando el Andlisis de Interaccién Biomolecular (BIA) a tiempo real (véase, por ejemplo, Sjolander, S. y
Urbaniczky, C. (1991) Anal. Chem. 63: 2338-2345 y Szabo et al. (1995) Curr. Opin. Struct. Biol. 5: 699-705). La
“resonancia de plasmén superficial” o “BIA” detecta interacciones bioespecificas a tiempo real, sin marcar ninguna
de las moléculas que interaccionan (por ejemplo, BIAcore). Los cambios en la masa en la superficie de unién (que
indica un acontecimiento de unién) producen alteraciones del indice de refraccién de luz cerca de la superficie (el
fendmeno 6ptico de resonancia de plasmoén superficial (SPR)), dando como resultado una sefial detectable que puede
usarse como indicacion de reacciones a tiempo real entre moléculas biolégicas.

En una realizacion, el producto del gen diana o la sustancia de ensayo se ancla en una fase sélida. Al final de
la reaccion pueden detectarse los complejos de producto génico diana/compuesto ensayo anclados en la fase sélida.
Preferiblemente, el producto génico diana puede anclarse en una superficie sélida y el compuesto de ensayo (que
no se ancla) puede marcarse, directamente o indirectamente, con marcadores detectables descritos en la presente
memoria.

Puede ser deseable inmovilizar 16836, o un anticuerpo anti-16836 o su molécula diana para facilitar la separacién
entre las formas complejadas y las formas no complejadas de una o las dos proteinas, asi como para acomodar la auto-
matizacién del ensayo. La unién de un compuesto de ensayo a una proteina 16836, o la interaccion de una proteina
16836 con una molécula diana en presencia y ausencia de un compuesto candidato, pueden realizarse en cualquier
recipiente adecuado para contener los reactivos. Los ejemplos de estos recipientes incluyen placas de microtitulacion,
tubos de ensayo y tubos de microcentrifuga. En una realizacidn, puede proporcionarse una proteina de fusién que afia-
de un dominio que permite a una o a las dos proteinas unirse a una matriz. Por ejemplo, pueden adsorberse proteinas
de fusién glutation-S-transferasa/16836 o proteinas de fusién de glutation-S-transferasa/diana en perlas de glutatién
sepharose (Sigma Chemical, St. Louis, MO) o placas de microtitulacién modificadas con glutatién, que después se
combinan con el compuesto de ensayo o el compuesto de ensayo y la proteina diana no adsorbida o proteina 16836,
y la mezcla puede incubarse en condiciones que conducen a la formacién de complejos (por ejemplo, en condiciones
fisiolégicas para sales y pH). Después de la incubacidn, se lavan las perlas o los pocillos de la placa de microtitulacién
para retirar cualquier componente que no se haya unido, se inmoviliza la matriz en el caso de las perlas y se deter-
minan los complejos directa o indirectamente, por ejemplo, como se descrito anteriormente. Como alternativa, los
complejos pueden disociarse de la matriz y puede determinarse el nivel de unién o actividad de 16836 usando técnicas
convencionales.

Otras técnicas para inmovilizar una proteina 16836 o una molécula diana en matrices incluyen el uso de conjuga-
cion de biotina y estreptavidina. Puede prepararse moléculas diana o proteinas 16836 biotiniladas a partir de biotina-
NHS (N-hidroxi-succinimida) usando técnicas conocidas en este campo (por ejemplo, un kit de biotinilacion, Pier-
ce Chemicals, Rockford, IL), e inmovilizarse en los pocillos de placas de 96 pocillos recubiertas con estreptavidina
(Pierce Chemical).

Para realizar el ensayo, el componente no inmovilizado se afiade a la superficie recubierta que contiene el compo-
nente anclado. Después de completarse la reaccion, se retiran los componentes que no han reaccionado (por ejemplo
por lavado) en condiciones tales que los complejos formados permanezcan inmovilizados en la superficie sélida. La
deteccion de complejos anclados en la superficie sélida puede realizarse de varias maneras. Cuando el componente no
inmovilizado previamente estd premarcado, la deteccion del marcador inmovilizado en la superficie indica que se for-
maron complejos. Cuando el componente no inmovilizado previamente no estd premarcado, puede usarse un marcador
indirecto para detectar complejos anclados en la superficie; por ejemplo usando un anticuerpo marcado especifico pa-
ra el componente inmovilizado (el anticuerpo, a su vez, puede marcarse directamente o marcarse indirectamente, por
ejemplo, con un anticuerpo anti-Ig marcado).

En una realizacion, este ensayo se realiza utilizando anticuerpos reactivos con la proteina 16836 o moléculas diana
que no interfieren con la unién de la proteina 16836 a su molécula diana. Estos anticuerpos pueden modificarse en los
pocillos de la placa y la diana no unida o la proteina 16836 puede quedar atrapada en los pocillos por conjugacién con
el anticuerpo. Los métodos para detectar estos complejos, ademds de los descritos anteriormente para los complejos
inmovilizados con GST, incluyen inmunodeteccién de complejos usando anticuerpos reactivos con la proteina 16836 o
molécula diana, asi como ensayos ligados a enzimas que se basan en la deteccién de una actividad enzimética asociada
con la proteina 16836 o molécula diana.

Como alternativa, los ensayos sin células se pueden realizar en una fase liquida. En dicho ensayo, los productos
de reaccién se separan de los componentes que no han reaccionado, por cualquiera de varias técnicas convencionales,
incluyendo pero sin limitacién: centrifugacion diferencial (véase por ejemplo, Rivas, G., y Minton, A. P., (1993)
Trends Biochem Sci 18: 284-7); cromatografia (cromatografia de exclusién molecular, cromatografia de intercambio
i6nico); electroforesis (véase por ejemplo, Ausubel, F. et al., eds. Current Protocols in Molecular Biology 1999, J.
Wiley: Nueva York); e inmunoprecipitacién (véase por ejemplo, Ausubel, F. ez al., eds. (1999) Current Protocols in
Molecular Biology, J. Wiley: Nueva York). Estas resinas y técnicas cromatograficas se conocen por los especialistas en
la técnica (véase por ejemplo, Heegaard, N. H., (1998) J Mol Recognit 11: 141-8; Hage, D. S., y Tweed, S. A. (1997)
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J Chromatogr B Biomed Sci Appl. 699: 499-525). Ademas, también puede utilizarse convenientemente transferencia
de energia de fluorescencia, como se describe en este documento, para detectar la unién sin purificacién adicional del
complejo de la solucién.

En una realizacién preferida, el ensayo incluye poner en contacto la proteina 16836 o una parte biolégicamente ac-
tiva de la misma con un compuesto conocido que se une a 16836 para formar una mezcla de ensayo, poner en contacto
la mezcla de ensayo con un compuesto de ensayo y determinar la capacidad del compuesto de ensayo de interaccionar
con una proteina 16836, donde la determinacién de la capacidad del compuesto de ensayo de interaccionar con una
proteina 16836 incluye la determinacion de la capacidad del compuesto de ensayo de unirse preferentemente a 16836
0 a una parte biolégicamente activa de la misma o modular la actividad de una molécula diana en comparacién con el
compuesto conocido.

Los productos génicos diana de la invencién pueden interaccionar in vivo con una o mds macromoléculas celulares
o extracelulares tales como proteinas. Para los fines de este andlisis, estas macromoléculas celulares y extracelulares
se denominan en este documento “compafieros de unién.” Los compuestos que rompen dichas interacciones pueden
ser ttiles para regular la actividad del producto génico diana. Estos compuestos pueden incluir, pero sin limitacion,
moléculas tales como anticuerpos, péptidos y moléculas pequefias. Los genes/productos diana preferidos para uso
en esta realizacién son los genes de 16836 identificados en la presente memoria. En una realizacién alternativa, la
invencién proporciona métodos para determinar la capacidad del compuesto de ensayo de modular la actividad de una
proteina 16836 por medio de la modulacién de la actividad de un efecto aguas abajo de una molécula diana de 16836.
Por ejemplo, puede determinarse la actividad de la molécula efectora en una diana apropiada o puede determinarse la
union del efector a una diana apropiada, como se ha descrito previamente.

Para identificar compuestos que interfieren con la interaccién entre el producto génico diana y su compafiero de
unioén celular o extracelular, se prepara una mezcla de reaccion que contiene el producto génico diana y el compafiero
de unidén, en condiciones y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que los dos productos formen un
complejo. Para ensayar un agente inhibidor, la mezcla de reaccién se proporciona en presencia y ausencia del com-
puesto de ensayo. El compuesto de ensayo puede incluirse inicialmente en la mezcla de reaccion o puede afiadirse en
un periodo de tiempo posterior a la adicién del gen diana y su compafiero de unién celular o extracelular. Las mezclas
de reaccidén de control se incuban sin el compuesto de ensayo o con un placebo. Después se detecta la formacion de
cualquier complejo entre el producto génico diana y el compaiiero de unién celular o extracelular. La formacién de un
complejo en la reaccién de control, pero no en la mezcla de reaccién que contiene el compuesto de ensayo, indica que
el compuesto interfiere con la interaccién del producto génico diana y el compafiero de unién interactivo. Ademads, la
formacion de complejos dentro de mezclas de reaccién que contienen el compuesto de ensayo y el producto génico
diana normal también puede compararse con la formacién de complejos dentro de mezclas de reaccidon que contienen
el compuesto de ensayo y el producto génico diana mutante. Esta comparacién puede ser importante en los casos
en los que deseable identificar compuestos que alteran interacciones de mutantes pero no productos génicos diana
normales.

Estos ensayos pueden realizarse en un formato heterogéneo u homogéneo. Los ensayos heterogéneos implican
el anclaje del producto génico diana o el compafiero de unién en una fase sélida y la detecciéon de complejos an-
clados en la fase sélida al final de la reaccién. En los ensayos homogéneos, la reaccién entera se realiza en una
fase liquida. En cualquier estrategia, el orden de adicion de los reactivos puede variarse para obtener diferente in-
formacién sobre los compuestos que se estdn ensayando. Por ejemplo, pueden identificarse compuestos de ensa-
yo que interfieren con la interaccidn entre los productos génicos diana y los compafieros de unién, por ejemplo,
por competicion realizando la reaccién en presencia de la sustancia de ensayo. Como alternativa, pueden ensayar-
se compuestos de ensayo que rompen los complejos preformados, por ejemplo, compuestos con mayores constan-
tes de unién que desplazan uno de los componentes del complejo, afladiendo el compuesto de ensayo a la mezcla
de reaccion después de que se hayan formado los complejos. Los diversos formatos se describen brevemente mas
adelante.

En un sistema de ensayo heterogéneo, el producto génico diana o el compafiero de unién celular o extracelular
interactivo, se ancla en una superficie sélida (por ejemplo, una placa de microtitulacién), mientras que la especie no
anclada se marca directa o indirectamente. Las especies ancladas pueden inmovilizarse por uniones covalentes o no
covalentes. Como alternativa, puede usarse un anticuerpo inmovilizado especifico para la especie a anclar para anclar
la especie a la superficie sélida.

Para realizar el ensayo, el compafiero de la especie inmovilizada se expone a la superficie recubierta con o sin
el compuesto de ensayo. Después de completarse la reaccion, se retiran los componentes que no han reaccionado
(por ejemplo por lavado) y cualquier complejo formado permanecerd inmovilizado en la superficie sélida. Cuando
la especie no inmovilizada estd pre-mercada, la deteccién del marcador inmovilizado en la superficie indica que se
formaron complejos. Cuando la especie no inmovilizada no estd pre-marcada, puede usarse un marcador indirecto
para detectar complejos anclados en la superficie; por ejemplo usando un anticuerpo marcado especifico para la es-
pecie inicialmente no inmovilizada (el anticuerpo, a su vez, puede marcarse directamente o marcarse indirectamente
con, por ejemplo, un anticuerpo anti-Ig marcado). Dependiendo del orden de adicién de los componentes de reac-
cion, pueden detectarse compuestos de ensayo que inhiben la formacién de complejos o que rompen los complejos
preformados.
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Como alternativa, la reacciéon puede realizarse en una fase liquida en presencia o ausencia del compuesto de
ensayo, los productos de reaccién pueden separarse de los componentes que no han reaccionado y los complejos
pueden detectarse; por ejemplo, usando un anticuerpo inmovilizado especifico para uno de los componentes de unién
para anclar cualquier complejo formado en solucién, y un anticuerpo marcado especifico para el otro compaiiero para
detectar complejos anclados. De nuevo, dependiendo del orden de adicién de los reactivos a la fase liquida, pueden
identificarse compuestos de ensayo que inhiben complejos o que rompen complejos preformados.

En una realizacién alternativa de la invencidn, puede usarse un ensayo homogéneo. Por ejemplo, se prepara un
complejo preformado del producto génico diana y el producto del compaiiero de unién celular o extracelular inte-
ractivo en el que los productos génicos diana o sus compaiieros de unién estin marcados, pero la sefial generada
por el marcador se inactiva debido a la formacién de complejos (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos
N° 4.109.496 que utiliza esta estrategia para inmunoensayos). La adicién de una sustancia de ensayo que compite y
desplaza una de las especies del complejo preformado dard como resultado la generacién de una sefial por encima
del nivel de fondo. De esta manera, pueden identificarse sustancias de ensayo que alteran la interaccién de producto
génico diana-compafiero de unién.

En otro aspecto, las proteinas 16836 pueden usarse como “proteinas cebo” en un ensayo doble hibrido o en un
ensayo triple hibrido (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Ntiim. 5.283.317; Zervos et al. (1993) Cell
72:223-232; Madura et al. (1993) J. Biol. Chem. 268: 12046-12054. Bartel et al. (1993) BioTechniques 14: 920-924;
Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1 693-1696; y Brent documento WO 94/10300), para identificar otras proteinas
que se unen o interaccionan con 16836 (“proteinas de unién a 16836 o0 “16836-bp”) y estan implicadas en la actividad
de 16836. Estas 16836-bp pueden ser activadores o inhibidores de sefiales por las proteinas 16836 o dianas de 16836
tales como, por ejemplo, elementos aguas abajo de una ruta de sefializacién mediada por 16836.

El sistema doble hibrido se basa en la naturaleza modular de la mayoria de los factores de transcripcién, que consis-
ten en dominios de unién y activacion de ADN separables. En resumen, el ensayo utiliza dos construcciones de ADN
diferentes. En una construccion, el gen que codifica una proteina 16836 se fusiona a un gen que codifica el dominio de
unién al ADN de un factor de transcripcién conocido (por ejemplo, GAL-4). En la otra construccién, una secuencia
de ADN de una biblioteca de secuencias de ADN, que codifica una proteina no identificada (“presa” o “muestra”)
se fusiona a un gen que codifica el dominio de activacion del factor de transcripcién conocido. (Como alternativa: la
proteina 16836 puede fusionarse al dominio activador.) Si las proteinas “cebo” y “presa” pueden interaccionar, in vivo,
formando un complejo dependiente de 16836, los dominios de unién al ADN y de activacion del factor de transcrip-
cién se acercan mucho. Esta proximidad permite la transcripcién de un gen indicador (por ejemplo, LacZ) que se une
operablemente a un sitio regulador de la transcripcion que responde al factor de transcripcion. La expresion del gen
indicador puede detectarse y pueden aislarse colonias de células que contienen el factor de transcripcion funcional y
usarse para obtener el gen clonado que codifica la proteina que interacciona con la proteina 16836.

En otra realizacion, se identifican moduladores de la expresion de 16836. Por ejemplo, una célula o una mezcla sin
células se pone en contacto con un compuesto candidato y se evalia la expresion del ARNm o la proteina 16836 con
respecto a nivel de expresion del ARNm o proteina 16836 en ausencia del compuesto candidato. Cuando la expresién
del ARNm o proteina 16836 es mayor en presencia del compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candi-
dato se identifica como un estimulador de la expresién de la proteina o ARNm de 16836. Como alternativa, cuando la
expresion del ARNm o la proteina 16836 es menor (menor de una forma estadisticamente significativa) en presencia
del compuesto candidato que en su ausencia, se identifica el compuesto candidato como un inhibidor de la expresién
del ARNm o la proteina 16836. El nivel de expresion del ARNm o la proteina 16836 puede determinarse por métodos
descritos en la presente memoria para detectar el ARNm o la proteina 16836.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una combinacién de dos o mds de los ensayos descritos en la presente
memoria. Por ejemplo, puede identificarse un agente modulador usando un ensayo basado en células o sin células, y
puede confirmarse la capacidad del agente de modular la actividad de una proteina 16836 in vivo, por ejemplo en un
animal.

Esta invencion se refiere ademds a nuevos agentes identificados por los ensayos de exploracion descritos anterior-
mente. Por consiguiente, estd dentro del alcance de esta invencién usar adicionalmente un agente identificado como
se describe en la presente memoria (por ejemplo, un agente modulador de 16836, una molécula de dcido nucleico de
16836 antisentido, un anticuerpo especifico para 16836 o un compafiero de unién de 16836) en un modelo animal
apropiado para determinar la eficacia, toxicidad, efectos secundarios o mecanismo de accién de tratamiento con dicho
agente. Ademads, pueden usarse nuevos agentes identificados por los ensayos de exploracién descritos anteriormente
para los tratamientos como se describe en la presente memoria.

Ensayos de deteccion

Pueden usarse partes o fragmentos de las secuencias de dcido nucleico identificadas en la presente memoria como
reactivos polinucleotidicos. Por ejemplo, estas secuencias pueden usarse para: (i) mapear sus genes respectivos en un
cromosoma, por ejemplo, para localizar regiones génicas asociadas con enfermedades genéticas o para asociar 16836
con una enfermedad; (ii) identificar a un individuo a partir de una muestra biolégica muy pequeiia (tipificacién de
tejidos); y (iii) ayudar en la identificacion forense de una muestra bioldgica.
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Medicina predictiva

La presente invencién también se refiere al campo de la medicina predictiva en la que se usan ensayos de diagnés-
tico, ensayos de prondstico y ensayos clinicos de monitorizacién con fines de prondstico (predictivos) para tratar de
esta manera a un individuo.

En general, la invencion proporciona un método para determinar si un sujeto tiene riesgo de padecer un trastorno
relacionado con una lesion o la expresion defectuosa de un gen que codifica 16836.

Estos trastornos incluyen, por ejemplo, un trastorno asociado con la expresion defectuosa de un gen de 16836; un
trastorno del sistema de sefializacion de ras; o un trastorno asociado con la hidrdlisis anémala de fosfatidilinositol.

El método incluye uno o mas de los siguientes:

detectar en un tejido del sujeto, la presencia o ausencia de una mutacion que afecta la expresion del gen de 16836,
o detectar la presencia o ausencia de una mutacién en una regién que controla la expresion del gen, por ejemplo, una
mutacion en la regién de control 57;

detectar, en un tejido del sujeto, la presencia o ausencia de una mutacién que altera la estructura del gen de 16836;

detectar, en un tejido del sujeto, la expresion defectuosa del gen de 16836, a nivel de ARNm, por ejemplo, detectar
un nivel de tipo no silvestre de un ARNm;

detectar, en un tejido del sujeto, la expresion defectuosa del gen, a nivel de la proteina, por ejemplo, detectando el
nivel de tipo no silvestre de un polipéptido 16836;

En realizaciones preferidas, el método incluye: averiguar la existencia de al menos uno de: una delecién de uno o
mds nucledtidos del gen 16836; una insercién de uno o mds nucledtidos en el gen, una mutacién puntual, por ejemplo,
una sustitucion de uno o mas nucledtidos del gen, una reordenacién cromosémica general del gen, por ejemplo, una
translocacidn, inversion o delecidn.

Por ejemplo, la deteccion de la lesion genética puede incluir: (i) proporcionar una sonda/cebador que incluye un
oligonucleétido que contiene una regién de secuencia de nucleétidos que hibrida con una secuencia con sentido o
antisentido de la SEC ID N°: 1, o mutantes naturales de la misma o secuencias flanqueante 5’ o 3’ asociadas de forma
natural con el gen de 16836; (ii) exponer la sonda/cebador al dcido nucleico del tejido; y detectar, por hibridacién, por
ejemplo, hibridacién in situ, de la sonda/cebador al dcido nucleico la presencia o ausencia de la lesion genética.

En realizaciones preferidas que detectan la expresion defectuosa se incluye la determinacién de la existencia de al
menos uno de: una alteracién en el nivel de transcrito de ARN mensajero del gen de 16836; la presencia de un patrén
de corte y empalme de tipo no silvestre de un transcrito de ARN mensajero del gen; o un nivel de tipo no silvestre de
16836.

Los métodos de la invencién pueden usarse antes del nacimiento o para determinar si la descendencia de un sujeto
tiene riesgo de un trastorno.

En realizaciones preferidas el método incluye determinar la estructura de un gen de 16836, siendo indicativa una
estructura andmala del riesgo de padecer el trastorno.

En realizaciones preferidas el método incluye poner en contacto una muestra del sujeto con un anticuerpo contra
la proteina 16836 o un 4cido nucleico que hibrida especificamente con el gen. Estas y otras realizaciones se describen
mads adelante.

Ensayos de Diagndstico y Prondstico

Los ensayos de diagndstico y prondstico de la invencion incluyen un método para evaluar el nivel de expresion de
moléculas de 16836 y para identificar variaciones y mutaciones en la secuencia de las moléculas de 16836.

Control y Perfil de Expresion

La presencia, nivel o ausencia de proteina o dcido nucleico de 16836 en una muestra bioldgica puede evaluarse
obteniendo una muestra biolégica de un sujeto de ensayo y poniendo en contacto la muestra biolégica con un com-
puesto o un agente capaz de detectar la proteina o el 4cido nucleico de 16836 (por ejemplo, ARNm, ADN genémico)
que codifica la proteina 16836 de tal manera que se detecte la presencia la de proteina o dcido nucleico de 16836 en la
muestra bioldgica. La expresion “muestra bioldgica” incluye tejidos, células y fluidos bioldgicos aislados a partir de
un sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes dentro de un sujeto. Una muestra bioldgica preferida es suero.
El nivel de expresion del gen de 16836 puede medirse de varias formas, incluyendo pero sin limitacién: medicién del
ARNm codificado por los genes de 16836; medicion de la cantidad de proteina codificada por los genes de 16836; o
medicién de la actividad de la proteina codificada por los genes de 16836.
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El nivel de ARNm correspondiente al gen de 16836 en una célula puede determinarse tanto in situ como por medio
de formatos in vitro.

El ARNm aislado puede usarse en ensayos de hibridacién o amplificacién que incluyen, pero sin limitacién, ané-
lisis de Southern o Northern, andlisis de reaccién en cadena de la polimerasa y matrices de sondas. Un método de
diagndstico preferido para la deteccién de los niveles de ARNm implica poner en contacto el ARNm aislado con una
molécula de dcido nucleico (sonda) que puede hibridar con el ARNm codificado por el gen que se estd detectando. La
sonda de 4cido nucleico puede ser, por ejemplo, un acido nucleico de 16836 de longitud completa, tal como el acido
nucleico de la SEC ID N° 1, o una parte del mismo, tal como un oligonucleétido de al menos 7, 15, 30, 50, 100, 250 6
500 nucleétidos de longitud y suficiente para hibridar especificamente en condiciones rigurosas con el ARNm o ADN
gendmico de 16836. La sonda puede disponerse en una direccién de una matriz, por ejemplo una matriz descrita mas
adelante. En la presente memoria se describen otras sondas adecuadas para uso en los ensayos de diagndstico.

En un formato, se inmoviliza ARNm (o ADNCc) en una superficie y se pone en contacto con las sondas, por ejemplo
procesando el ARNm aislado en un gel de agarosa y transfiriendo el ARNm del gel a una membrana, tal como una
membrana de nitrocelulosa. En un formato alternativo, las sondas se inmovilizan en una superficie y el ARNm (o
ADNCc) se pone en contacto con las sondas, por ejemplo, en una matriz de chips de genes bidimensional descrita
mas adelante. Un especialista en la técnica puede adaptar métodos de deteccién de ARNm conocidos para uso en la
deteccion del nivel de ARNm codificado por los genes de 16836.

El nivel de ARNm en una muestra que se codifica por uno de 16836 puede evaluarse con amplificacién de dcidos
nucleicos, por ejemplo, por rtPCR (Mullis (1987) Patente de Estados Unidos N°® 4.683.202), reaccién en cadena de
la ligasa (Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 189-193), replicacién de secuencia autosostenida (Guatelli
et al., (1990) Proc. Natl. Acad Sci. USA 87: 1874-1878), sistema de amplificacién transcripcional (Kwoh et al.,
(1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177), Q-Beta Replicasa (Lizardi et al., (1988) Bio/Technology 6: 1197),
replicacién por circulo rodante (Lizardi et al., Patente de Estados Unidos N° 5.854.033) o cualquier otro método de
amplificacion de acidos nucleicos, seguido de la deteccién de las moléculas amplificadas usando técnicas conocidas en
este campo. Como se usa en la presente memoria, los cebadores de amplificacion se definen como un par de moléculas
de 4cido nucleico que pueden hibridar con regiones 5° o 3’ de un gen (cadenas mds y menos, respectivamente o
vice-versa) y contener una region corta entre ellos. En general, los cebadores de amplificacion tienen una longitud
de aproximadamente 10 a 30 nucleétidos y flanquean una regién con una longitud de aproximadamente 50 a 200
nucledtidos. En condiciones apropiadas y con reactivos apropiados, estos cebadores permiten la amplificacién de una
molécula de 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos flanqueada por los cebadores.

Para los métodos in situ, puede prepararse/procesarse una célula o muestra de tejido e inmovilizarse en un soporte,
tipicamente un portaobjetos de vidrio, y después ponerse en contacto con una sonda que puede hibridar con el ARNm
que codifica el gen de 16836 que se estd analizando.

En otra realizacién, los métodos ademds ponen en contacto una muestra de control con un compuesto o agente
capaz de detectar ARNm o ADN gendmico de 16836 y comparan la presencia del ARNm o ADN gendmico de
16836 en la muestra de control con la presencia de ARNm o ADN gendmico de 16836 en la muestra de ensayo. En
otra realizacion, se usa andlisis en serie de expresion génica, como se describe en la Patente de Estados Unidos N°
5.695.937, para detectar niveles de transcrito de 16836.

Pueden usarse diversos métodos para determinar el nivel de proteina codificada por 16836. En general, estos mé-
todos incluyen poner en contacto un agente que se une selectivamente a la proteina, tal como un anticuerpo con
una muestra, para evaluar el nivel de proteina en la muestra. En una realizacién preferida, el anticuerpo lleva un
marcador detectable. Los anticuerpos pueden ser policlonales, o mds preferiblemente, monoclonales. Puede usarse
un anticuerpo intacto, o un fragmento del mismo (por ejemplo Fab o F(ab’),). El término “marcado”, con respec-
to a la sonda o anticuerpo, pretende incluir el marcaje directo de la sonda o anticuerpo por acoplamiento (es decir,
union fisica) de una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, asi como el marcaje indirecto de la sonda o anti-
cuerpo por reactividad con una sustancia detectable. En la presente memoria se proporcionan ejemplos de sustancias
detectables.

Los métodos de deteccion pueden usarse para detectar la proteina 16836 en una muestra biolégica in vitro asi como
in vivo. Las técnicas in vitro para la deteccion de la proteina 16836 incluyen ensayos de inmunoabsorbente ligado a
enzima (ELISA), immunoprecipitaciones, immunofluorescencia, inmunoensayo enzimatico (EIA), radioinmunoensa-
yo (RIA) y andlisis de transferencia de Western. Las técnicas in vivo para la deteccion de la proteina 16836 incluyen
la introduccién en un sujeto de un anticuerpo anti-16836 marcado. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un
marcador radiactivo cuya presencia y localizacién en un sujeto puede detectarse por técnicas convencionales de for-
macién de imagenes. En otra realizacién, la muestra se marca, por ejemplo, se biotinila y después se pone en contacto
con el anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo anti-16836 colocado en una matriz de anticuerpo (como se describe mds
adelante). La muestra puede detectarse, por ejemplo, con avidina acoplada a un marcador fluorescente.

En otra realizacién, los métodos incluyen ademds poner en contacto la muestra de control con un compuesto o

agente capaz de detectar la proteina 16836, y comparar la presencia de la proteina 16836 en la muestra de control con
la presencia de la proteina 16836 en la muestra de ensayo.
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La invencién también incluyen kits para detectar la presencia de 16836 en una muestra biolégica. Por ejemplo, el
kit puede incluir un compuesto o agente capaz de detectar una proteina 0o ARNm de 16836 en una muestra bioldgica;
y un patrén. El compuesto o agente puede estar empaquetado en un recipiente adecuado. El kit puede comprender
ademds instrucciones para usar el kit para detectar la proteina o dcido nucleico de 16836.

Para kit basados en anticuerpo, el kit puede incluir: (1) un primer anticuerpo (por ejemplo unido a un soporte
solido) que se une a un polipéptido correspondiente a un marcador de la invencién; y, opcionalmente (2) un segundo
anticuerpo diferente que se une al polipéptido o al primer anticuerpo y se conjuga con un agente detectable.

Para kit basados en oligonucleétidos, el kit puede incluir: (1) un oligonucleétido, por ejemplo, un oligonucleétido
marcado de forma detectable que hibrida con una secuencia de dcido nucleico que codifica un polipéptido corres-
pondiente a un marcador de la invencién o (2) un par de cebadores ttiles para amplificar una molécula de acido
nucleico que corresponde a un marcador de la invencidn. El kit también puede incluir un agente tamponante, un con-
servante o un agente estabilizador de proteinas. El kit también puede incluir componentes necesarios para detectar
el agente detectable (por ejemplo una enzima o un sustrato). El kit también puede contener una muestra de control
o una serie de muestras de control que pueden ensayarse y compararse con la muestra de ensayo contenida. Cada
componente del kit puede encerrarse dentro de un recipiente individual y todos los diversos recipientes pueden estar
dentro de un solo envase, junto con instrucciones para interpretar los resultados de los ensayos realizados usando el
kit.

Los métodos de diagndstico descritos en la presente memoria pueden identificar sujetos que tienen o con riesgo
de desarrollar una enfermedad o trastorno asociado con la expresion o actividad defectuosa, aberrante o indeseada de
16836. Como se usa en la presente memoria, el término “indeseada” incluye un fenémeno indeseado implicado en una
respuesta bioldgica tal como cdncer o una proliferacion celular no regulada.

En una realizacién, se identifica una enfermedad o trastorno asociado con la expresion o actividad de 16836
aberrante o indeseada. Se obtiene una muestra de ensayo de un sujeto y se evalda la proteina o 4cido nucleico de
16836 (por ejemplo, ARNm o ADN gendmico), donde el nivel, por ejemplo, la presencia o ausencia de proteina o 4ci-
do nucleico de 16836 es diagnéstico de un sujeto que tiene riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno asociado
con la expresién o actividad aberrante o indeseada de 16836. Como se usa en la presente memoria una “muestra de
ensayo” se refiere a una muestra bioldgica obtenida a partir de un sujeto de interés, incluyendo un fluido biolégico
(por ejemplo, suero), una muestra celular o un tejido.

Los ensayos de prondsticos descritos en la presente memoria pueden utilizarse para determinar si a un sujeto
se le puede administrar un agente (por ejemplo un agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, péptido, acido
nucleico, molécula pequefia, u otro candidato de fairmaco) para tratar una enfermedad o trastorno asociado con la
expresion o actividad aberrante o indeseada de 16836. Por ejemplo, estos métodos pueden usarse para determinar si
un sujeto se puede tratar eficazmente con un agente para un trastorno relacionado con la proliferacion o diferenciacién
celular.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método informdtico que tiene una pluralidad de registros de datos
codificados digitalmente. Cada registro de datos incluye un valor que representa el nivel de expresién de 16836 en
una muestra, y un descriptor de la muestra. El descriptor de la muestra puede ser un identificador de la muestra, un
sujeto a partir del cual se obtuvo la muestra (por ejemplo un paciente), un diagnéstico o un tratamiento (por ejemplo
un tratamiento preferido). En una realizacion preferida, el registro de datos incluye ademds valores que representan el
nivel de expresién de genes distintos de 16836 (por ejemplo, otros genes asociados con un trastorno relacionado con
16836, u otros genes en una matriz). El registro de datos puede estructurarse como una tabla, por ejemplo una tabla
que forma parte de una base de datos tal como una base de datos relacional (por ejemplo, una base de datos SQL de
los entornos de bases de datos Oracle o Sybase).

También se refiere a un método para evaluar una muestra. E1 método incluye proporcionar una muestra, por ejem-
plo, a partir del sujeto y determinar un perfil de expresion génica de la muestra, donde el perfil incluye un valor que
representa el nivel de expresion de 16836. El método puede incluir ademds comparar el valor o el perfil (es decir
miuiltiples valores) con un valor de referencia o perfil de referencia. El perfil de expresion génica de la muestra puede
obtenerse por cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria (por ejemplo, proporcionando un acido
nucleico a partir de la muestra y poniendo en contacto el 4cido nucleico con una matriz). El método puede usarse para
diagnosticar un trastorno de proliferacién y/o diferenciacién celular en un sujeto donde un aumento en la expresién de
16836 es una indicacion de que el sujeto tiene o es propenso a tener un trastorno de la proliferacion y/o diferenciacién
celular. El método puede usarse para monitorizar un tratamiento para el trastorno de la proliferacién y/o diferencia-
cién celular en un sujeto. Por ejemplo, el perfil de expresion génica puede determinarse para muestra de un sujeto
sometido a tratamiento. El perfil puede compararse con un perfil de referencia o con un perfil obtenido a partir del
sujeto antes del tratamiento o antes de la aparicion del trastorno (véase, por ejemplo, Golub et al. (1999) Science 286:
531).

En otro aspecto, la invencidn se refiere a un método para evaluar un compuesto de ensayo (véase también la seccion
de “Ensayos de Exploracién”, anterior). El método incluye proporcionar una célula y un compuesto de ensayo; poner
en contacto el compuesto de ensayo con la célula; obtener un perfil de expresion del sujeto para la célula con la que
ha entrado en contacto; y comparar el perfil de expresion del sujeto con uno o més perfiles de referencia. Los perfiles
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incluyen un valor que representa el nivel de expresion de 16836. En una realizacién preferida, el perfil de expresion
del sujeto se compara con un perfil diana, por ejemplo, un perfil para una célula normal o para el estado deseado de
una célula. El compuesto de ensayo se evalda favorablemente si el perfil de expresion del sujeto es mds similar al perfil
diana que un perfil de expresion obtenido a partir de una célula con la que no ha contactado.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para evaluar a un sujeto. El método incluye: a) obtener una
muestra a partir de un sujeto, por ejemplo, a partir de un cuidador sanitario, por ejemplo, un cuidador sanitario que
obtiene la muestra del sujeto; b) determinar el perfil de expresion de un sujeto para la muestra. Opcionalmente, el
método incluye ademds una o las dos etapas: ¢) comparar el perfil de expresion del sujeto con uno o més perfiles
de expresion de referencia; y d) seleccionar el perfil de referencia mas similar al perfil de referencia del sujeto. El
perfil de expresion del sujeto y los perfiles de referencia incluyen un valor que representa el nivel de expresién de
16836. Puede usarse una diversidad de medidas estadisticas rutinarias para comparar dos perfiles de referencia. Una
medida posible es la longitud del vector de distancia que es la diferencia entre los dos perfiles. Cada uno de los perfiles
del sujeto y de referencia se representa como un vector multidimensional, donde cada dimensién es un valor en el
perfil.

El método puede incluir ademds trasmitir un resultado a un cuidador sanitario. El resultado puede ser el perfil de
expresion del sujeto, un resultado de una comparacién del perfil de expresion del sujeto con otro perfil, un perfil de
referencia mds similar o un descriptor de cualquiera de los mencionados anteriormente. El resultado puede transmitirse
a través de una red informadtica, por ejemplo, el resultado puede estar en forma de una transmision informadtica, por
ejemplo una sefial de datos informadticos incluidos en una onda portadora.

También se refiere a un medio informatico que tiene un cédigo ejecutable para realizar las siguientes etapas: recibir
el perfil de expresion de un sujeto; acceder a una base de datos de perfiles de expresion de referencia; y i) seleccionar
un perfil de referencia correspondiente que sea el mas similar al perfil de expresion del sujeto o ii) determinar al menos
una puntuacién de comparacion para la similitud del perfil de expresion del sujeto con al menos un perfil de referencia.
El perfil de expresion del sujeto, y los perfiles de expresion de referencia incluyen un valor que representa el nivel de
expresion de 16836.

Composiciones farmacéuticas

Los 4cidos nucleicos y polipéptidos, fragmentos de los mismos, asi como los anticuerpos anti-16836 (también
denominados en este documento “compuestos activos”) de la invencién pueden incorporarse en composiciones farma-
céuticas. Estas composiciones tipicamente incluyen la molécula de 4cido nucleico, proteina o anticuerpo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Como se usa en la presente memoria, la expresién “vehiculo farmacéuticamente acep-
table” incluye disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antiftingicos, agentes para
retrasar la absorcion e isoténicos y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. También pueden incor-
porarse en las composiciones compuestos activos complementarios.

Una composicion farmacéutica se formula de manera que sea compatible con la via de administracién para la que
esté destinada. Los ejemplos de vias de administracién incluyen la administracién parenteral, por ejemplo intravenosa,
intradérmica, subcutdnea, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (tOpica), transmucosa y rectal. Las soluciones
o suspensiones usadas para aplicacién parenteral, intradérmica o subcutdnea pueden incluir los componentes siguien-
tes: un diluyente estéril tal como agua para la inyeccidn, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparabenos;
antioxidantes tales como 4cido ascérbico o bisulfito sddico; agentes quelantes tales como édcido etilendiaminotetraa-
cético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro
sddico dextrosa. El pH puede ajustarse con dcidos o bases, tales como dcido clorhidrico o hidréxido sédico. La prepa-
racion parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas desechables o viales de multiples dosis fabricados de vidrio
o pléstico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (solubles
en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables.
Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen solucién salina fisioldgica, agua bacteriostética,
Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina tamponada con fosfato (PBS). En todos los casos, la com-
posicion debe ser estéril y debe ser fluida en tal media que pueda administrarse por una jeringuilla. Debe ser estable
en las condiciones de fabricaciéon y almacenamiento y debe conservarse contra la accion contaminante de microor-
ganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersiéon que contiene,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares) y mezclas
adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por medio del uso de un recubrimiento
tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particulas requerido en el caso de dispersion y por el uso de
tensioactivos. La prevencién de la accién de microorganismos puede conseguirse por diversos agentes antibacterianos
y antifiingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, dcido ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos,
serd preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azicares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol y cloruro
sodico en la composicién. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede producirse incluyendo en
la composicidn un agente que retrasa la absorcidn, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.
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Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, cuando se requie-
ra, seguido de esterilizacién por filtracién. Generalmente, las dispersiones se preparar incorporando el compuesto
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién bdsico y los demds ingredientes requeridos de
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles,
los métodos de preparacion preferidos son secado al vacio y liofilizacién que produce un polvo del ingrediente ac-
tivo mds cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucidn filtrada de forma estéril previamente del
mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Para la adminis-
tracion terapéutica oral, el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos,
trociscos o cdpsulas, por ejemplo cdpsulas de gelatina. También pueden prepararse composiciones orales usando un
vehiculo liquido para uso como un colutorio. Pueden incluirse agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles
y/o materiales adyuvantes como parte de la composicién. Los comprimidos, pildoras, cdpsulas, trociscos y similares
pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes o compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante tal
como una celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa, un agente
desintegrante tal como 4cido alginico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o
Sterotes; un deslizante tal como di6xido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un
agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo o aroma de naranja.

Para la administracién por inhalacién, se administran los compuestos en forma de una pulverizacién de aerosol
desde un recipiente o dispensador a presién que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como didéxido
de carbono, o un nebulizador.

La administracién sistémica también puede realizarse por medios transmucosos o transdérmicos. Para la admi-
nistracién transmucosa o transdérmica, en la formulacién se usan penetrantes apropiados para la barrera a atravesar.
Estos penetrantes generalmente se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, para la administracién transmucosa,
detergentes, sales biliares y derivados del dcido fusidico. La administracién transmucosa puede realizarse por medio
del uso de pulverizaciones nasales o supositorios. Para la administracién transdérmica, se formulan los compuestos
activos en pomadas, ungiientos, geles o cremas como se conoce en general en la técnica.

Los compuestos también pueden prepararse en forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorio con-
vencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para la administracién rectal.

En una realizacion, se preparan los compuestos activos con vehiculos que protegeran al compuesto frente a la eli-
minacién rapida del cuerpo, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo implantes y sistemas de
liberacion microencapsulados. Pueden utilizarse polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como vinil aceta-
to de etileno, polianhidridos, 4cido poliglicélico, coldgeno, poliortoésteres y acido polilactico. Para los especialistas
en la técnica serdn evidentes métodos para la preparacién de estas formulaciones. Los materiales también pueden
obtenerse en el mercado en Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También pueden usarse suspensiones
de liposomas (incluidos los liposomas dirigidos a c€lulas infectadas con anticuerpos monoclonales contra los an-
tigenos virales) como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estas pueden prepararse de acuerdo con métodos
conocidos por los especialistas en la técnica, por ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos N°
4.522.811.

Es ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de dosificacién unitaria para facilitar la admi-
nistracién y uniformidad de la dosificacion. La forma de dosificacién unitaria como se usa en la presente memoria se
refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a tratar; conteniendo
cada unidad una cantidad predeterminada del compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado
en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de estos compuestos puede determinarse por procedimientos farmacéuticos
convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo para determinar la DL50 (la dosis letal
a 50% de la poblacién) y la DESO (la dosis terapéuticamente eficaz en 50% de la poblacién). La relacién de dosis
entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la relaciéon DL50/DESO.
Se prefieren compuestos que presentan altos indices terapéuticos. Aunque pueden usarse compuestos que presentan
efectos secundarios téxicos, debe tenerse cuidado de disefiar un sistema de liberacién que dirija dichos compuestos al
sitio del tejido afectado para minimizar las lesiones potenciales en las células no infectadas y, de esta manera, reducir
los efectos secundarios.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivos celulares y los estudios animales pueden usarse para
formular un intervalo de dosificacién para uso en seres humanos. La dosificacién de estos compuestos estd prefe-
riblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE5S0 con poca toxicidad o sin
toxicidad. La dosificaciéon puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién emplea-
da y de la via de administracién utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invencién, la dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivos celulares. Una dosis puede for-
mularse en modelos de animales para conseguir un intervalo de concentraciones plasmaticas circulantes que incluye
la CI50 (es decir, la concentracién del compuesto de ensayo que consigue una inhibicién semiméaxima de los sinto-
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mas) como se determina en el cultivo celular. Esta informacién puede usarse para determinar de forma mas precisa
las dosis ttiles en humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, por cromatografia liquida de alta
resolucion.

Como se define en la presente memoria, una cantidad terapéuticamente eficaz de proteina o polipéptido (es decir,
una dosificacién eficaz) varia de aproximadamente 0,001 a 30 mg/kg de peso corporal, preferiblemente de aproxima-
damente 0,01 a 25 mg/kg de peso corporal, més preferiblemente de aproximadamente 0,1 a 20 mg/kg de peso corporal
e incluso mds preferiblemente de aproximadamente 1 a 10 mg/kg, de 2 a 9 mg/kg, de 3 a 8 mg/kg, de 4 a 7 mg/kg o de
5 a 6 mg/kg de peso corporal. La proteina o polipéptido puede administrarse una vez por semana durante un periodo
comprendido entre aproximadamente 1 y 10 semanas, preferiblemente entre 2 y 8§ semanas, mas preferiblemente entre
aproximadamente 3 y 7 semanas e incluso mds preferiblemente durante aproximadamente 4, 5 6 6 semanas. El espe-
cialista en la técnica apreciard que ciertos factores pueden influir en la dosificacién y programa de tiempo necesario
para tratar eficazmente a un sujeto, incluyendo, pero sin limitacién, la gravedad de la enfermedad o el trastorno, los
tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento
de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina, polipéptido o anticuerpo puede incluir un solo
tratamiento o, preferiblemente, puede incluir una serie de tratamientos.

En el caso de los anticuerpos, la dosificacién preferida es de 0,1 mg/kg de peso corporal (generalmente de 10 mg/kg
a 20 mg/kg). Si el anticuerpo va actuar en el cerebro, normalmente es apropiada una dosificacién de 50 mg/kg a 100
mg/kg. Generalmente, los anticuerpos parcialmente humanos y los anticuerpos completamente humanos tienen una
mayor vida media dentro del cuerpo humano que otros anticuerpos. Por consiguiente, con frecuencia es posible el uso
de menos dosificaciones y una administraciéon menos frecuente. Pueden usarse modificaciones tales como lipidacién
para estabilizar anticuerpos y para aumentar la captaciéon y penetracion en el tejido (por ejemplo en el cerebro).
Cruikshank et al. ((1997) J. Acquired Immune Deficiency Syndromes and Human Retrovirology 14: 193) describen
un método para lipidacién de anticuerpos.

La presente invencién incluye agentes que modulan la expresién o actividad. Un agente puede ser, por ejemplo, una
molécula pequefia. Por ejemplo, estas moléculas pequefias incluyen, pero sin limitacién, péptidos, peptidomiméticos
(por ejemplo peptoides), aminodcidos, andlogos de aminoécido, polinucleétidos, andlogos de polinucleétido, nucled-
tidos, andlogos de nucledtido, compuestos orgdnicos e inorgdnicos (es decir incluyendo compuesto heteroorganicos
y organometalicos) que tienen un peso molecular menor de aproximadamente 10.000 gramos por mol, compuestos
orgdnicos o inorgdnicos que tienen un peso molecular menor de aproximadamente 5.000 gramos por mol, compuestos
orgdnicos o inorgdnicos que tienen un peso molecular menor de aproximadamente 1.000 gramos por mol, compuestos
orgdnicos o inorgdnicos que tienen un peso molecular menor de aproximadamente 500 gramos por mol y sales, ésteres
y otras formas farmacéuticamente aceptables de estos compuestos.

Las dosis ejemplares incluyen cantidades en miligramos o microgramos de molécula pequefia por kilogramo de
peso del sujeto o de muestra (por ejemplo, de aproximadamente 1 microgramo por kilogramo a aproximadamente 500
miligramos por kilogramo, de aproximadamente 100 microgramos por kilogramo a aproximadamente 5 miligramos
por kilogramo o de aproximadamente 1 microgramo por kilogramo a aproximadamente 50 microgramos por kilo-
gramo). Ademds, debe entenderse que las dosis apropiadas de una molécula pequefia dependen de la potencia de la
molécula pequefia con respecto a la expresion o actividad a modular. Cuando una o mas de estas moléculas pequeas
se van administrar a un animal (por ejemplo, un ser humano) para modular la expresién o actividad de un polipéptido
o0 4cido nucleico de la invencién, un médico, veterinario o investigador puede prescribir, por ejemplo, una dosis relati-
vamente baja al principio, aumentando posteriormente la dosis hasta que se obtenga la respuesta apropiada. Ademas,
se entiende que el nivel dosificacién especifico para cualquier sujeto animal particular dependerd del peso corporal,
el estado de salud general, el sexo, y la dieta del sujeto, el momento de administracién, la via de administracién, la
velocidad de excrecién, cualquier combinacién con farmacos y el grado de expresion o actividad a modular.

Un anticuerpo (o un fragmento del mismo) puede conjugarse con un resto terapéutico tal como una citotoxina, un
agente terapéutico o un ion metdlico radiactivo. Una citotoxina o agente citotéxico incluye cualquier agente que es
perjudicial para las células. Los ejemplos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina,
mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colquicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantra-
cindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina,
lidocaina, propranolol y puromicina y andlogos u homélogos de los mismos. Los agentes terapéuticos incluyen, pero
sin limitacién, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo
decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfaldn, carmustina (BSNU)
y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfdn, dibromomanitol, estreptozocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina
platino (II) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubi-
cina), antibidticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriormente actinomicina)), bleomicina, mitramicina y antramicina
(AMC) y agentes antimitéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina).

Los conjugados de la invencidn pueden usarse para modificar una respuesta biolégica dada y no debe considerarse
que el resto de farmaco limita los agentes terapéuticos quimicos cldsicos. Por ejemplo, el resto de farmaco puede ser
una protema o un polipéptido (que posee una actividad bioldgica deseada. Estas proteinas pueden incluir, por ejemplo,
una toxina tal como abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas o toxina diftérica; una proteina tal como factor de
necrosis tumoral, a-interferén, S-interferdn, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaque-
tas, activador de plasmindgeno tisular; o modificadores de la respuesta bioldgica tales como, por ejemplo, linfoquinas,
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interleuquina-1 (“IL-17), interleuquina-2 (“IL-2”), interleuquina-6 (“IL-6"), factor estimulador de colonias de gra-
nulocitos y macréfagos (“GM-CSF”), factor estimulador de colonias de granulocitos (“G-CSF”) u otros factores de
crecimiento.

Como alternativa, un anticuerpo puede conjugarse con un segundo anticuerpo para formar heteroconjugados de
anticuerpo como describe Segal en la Patente de Estados Unidos N° 4.676.980.

Las moléculas de acido nucleico de la invencién pueden insertarse en vectores y usarse como vectores de tera-
pia génica. Los vectores de terapia génica pueden administrarse a un sujeto, por ejemplo, por inyeccién intraveno-
sa, administracion local (véase la Patente de Estados Unidos N° 5.328.470) o por inyeccion estereotictica (véase,
por ejemplo, Chen et al.) (1994) Proc. Natl. Acad Sci. USA 91: 3054-3057). La preparacion farmacéutica del vec-
tor de terapia génica puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente aceptable o puede comprender una
matriz de liberacién lenta en la que se incluye el vehiculo de liberacién del gen. Como alternativa, cuando el vec-
tor de liberacién génica completo puede producirse intacto a partir de células recombinantes, por ejemplo, vecto-
res retrovirales, la preparaciéon farmacéutica puede incluir una o mds células que producen el sistema de liberacién
génica.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente, envase o dispensador junto con instrucciones
para la administracion.

Métodos de Tratamiento

La presente invencidn proporciona métodos profildcticos y terapéuticos para tratar a un sujeto con riesgo (o sus-
ceptible de padecer) un trastorno o que tiene un trastorno asociado con la actividad o expresion aberrante o inde-
seada de 16836. Como se usa en la presente memoria, el término “tratamiento” se define como la aplicacién o
administracién de un agente terapéutico a un paciente, o la aplicacién o administracién de un agente terapéutico a
un tejido o linea celular aislada de un paciente, que tiene una enfermedad, un sintoma de enfermedad o una pre-
disposicién hacia una enfermedad, con el objetivo de curar, sanar, aliviar, calmar, alterar, remediar, mejorar, pa-
liar o afectar a la enfermedad, los sintomas de la enfermedad o la predisposicién a una enfermedad. Un agente
terapéutico incluye, pero sin limitacién, moléculas pequefias, péptidos, anticuerpos, ribozimas y oligonucleétidos
antisentido.

Con respecto a los métodos de tratamiento tanto profildcticos como terapéuticos, estos tratamientos pueden adap-
tarse o modificarse especificamente, basdndose en el conocimiento obtenido del campo de la farmacogenémica. La
“farmacogenémica”, como se usa en la presente memoria, se refiere a la aplicacion de tecnologias gendmicas tales
como secuenciacion de genes, genética estadistica y el andlisis de expresion génica a farmacos en desarrollo clinico y
en el mercado. Mas especificamente, el término se refiere al estudio de como los genes de un paciente determinan su
respuesta a un farmaco (por ejemplo, un “fenotipo de respuesta al firmaco” de un paciente o un “genotipo de respuesta
al farmaco”). De esta manera, otro aspecto de la invencién proporciona métodos para adaptar un tratamiento profilac-
tico o terapéutico de un individuo con las moléculas de 16836 de la presente invencién o moduladores de 16836 de
acuerdo con ese genotipo de respuesta al farmaco del individuo. La farmacogenémica permite a un médico dirigir tra-
tamientos profilacticos o terapéuticos a pacientes que se beneficiardn mds del tratamiento y para evitar el tratamiento
de pacientes que experimentardn efectos secundarios téxicos relacionados con el farmaco.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para prevenir en un sujeto, una enfermedad o afeccién asociada
con una actividad o expresion aberrante o indeseada de 16836, por medio de la administracién al sujeto de 16836 o un
agente que modula la expresion de 16836 o al menos una actividad de 16836. Los sujetos con riesgo de padecer una
enfermedad que se produce o a la que contribuye una actividad o expresién aberrante o indeseada de 16836 pueden
identificarse, por ejemplo, por cualquiera de o una combinacién de ensayos de diagndstico o prondstico como se des-
criben en la presente memoria. La administracién de un agente profilactico puede realizarse antes de la manifestacion
de los sintomas caracteristicos de la aberracién de 16836, de tal forma que se prevenga una enfermedad o trastorno
0, como alternativa, retrasase su progresién. Dependiendo del tipo de aberracién de 16836, por ejemplo, puede usarse
para tratar al sujeto una proteina 16836, un agonista de 16836 o un antagonista de 16836. El agente apropiado puede
determinarse basdndose en ensayos de exploracion descritos en la presente memoria.

Es posible que algunos trastornos de 16836 puedan producirse, al menos en parte por un nivel anémalo de producto
génico, o por la presencia de un producto génico que presenta una actividad anormal. Como tal, la reduccién en el
nivel y/o actividad de dichos productos génicos producird la mejoria de los sintomas del trastorno.

Como se muestra en la Figura 4, la expresion del ARNm de 16836 se detecta en células dseas (por ejemplo, os-
teoclastos), testiculos, cerebro, miisculo esquelético, mama, corazén e higado fetal. Por consiguiente, las moléculas
de la invencién pueden mediar trastornos que implican actividades aberrantes de estas células, por ejemplo, trastor-
nos 9seos, trastornos cerebrales, trastornos de mama, trastornos reproductivos (por ejemplo, trastornos testiculares),
trastornos cardiovasculares, trastornos del musculo esquelético o trastornos inmunes.

Como se describe, el tratamiento satisfactorio de trastornos de 16836 pueden producirse por técnicas que sirven
para inhibir la expresion o actividad de productos génicos diana. Por ejemplo, los compuestos, por ejemplo, un agen-
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te identificado usando un ensayo descrito anteriormente que demuestra presentar una actividad moduladora negativa,
pueden usarse de acuerdo con la invencidn para prevenir y/o mejorar sintomas de trastornos de 16836. Estas moléculas
pueden incluir, pero sin limitacién, péptidos, fosfopéptidos, moléculas organicas o inorgdnicas pequefias o anticuer-
pos, (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados, anti-idiotipicos, quiméricos o
monocatenarios, Fab, F(ab’), y fragmentos de bibliotecas de expresion de Fab, moléculas scFV y fragmentos de unién
a epitopo de las mismas).

Ademads, de acuerdo con la invencién también pueden usarse moléculas antisentido y ribozimas que inhiben la
expresion del gen diana para reducir el nivel de expresiéon génica diana, reduciendo de esta manera eficazmente el
nivel de actividad génica diana. Ademas, pueden utilizarse moléculas de triple hélice para reducir el nivel de actividad
génica diana. Las moléculas antisentido, ribozimas y de triple hélice se han descrito anteriormente.

Es posible que el uso de moléculas antisentido, ribozimas y/o de triple hélice para reducir o inhibir la expre-
sién del gen mutante también reduzca o inhiba la transcripcién (triple hélice) y/o la traduccién (antisentido, ribo-
zima) de un ARNm producido por alelos de genes diana normales, de tal forma que la concentracién de produc-
to génico diana normal presente puede ser menor de lo necesario para un fenotipo normal. En estos casos, pue-
den introducirse moléculas de 4cido nucleico que codifican y expresan polipéptidos de genes diana que presentan
una actividad de gen diana normal en las células por medio de un método de terapia génica. Como alternativa, en
casos en los que el gen diana codifica una proteina extracelular, puede ser preferible co-administrar una proteina
de un gen diana normal en la célula o tejido o mantener el nivel requerido de actividad del gen diana celular o
tisular.

Otro método por medio del cual pueden utilizarse moléculas de acido nucleico en el tratamiento o prevencion
de una enfermedad caracterizada por la expresion de 16836 es por medio del uso de moléculas de aptimero es-
pecificas para la proteina 16836. Los aptimeros son moléculas de dcido nucleico que tienen una estructura tercia-
ria que les permite unirse especificamente a ligandos proteicos (véase, por ejemplo, Osborne, et al. (1997) Curr.
Opin. Chem Biol. 1: 5-9; y Patel, D. J. (1997) Curr Opin Chem Biol 1: 32-46). Como las moléculas de 4cido
nucleico en muchos casos pueden introducirse mds convenientemente en células diana que las moléculas de pro-
tefna terapéuticas, los aptdmeros ofrecen un método por el medio del cual puede reducirse especificamente la ac-
tividad de la proteina 16836 sin la introduccién de farmacos u otras moléculas que pueden tener efectos pluripo-
tentes.

Pueden generarse anticuerpos que sean especificos para una producto génico diana y que reduzcan la actividad del
producto génico diana. Estos anticuerpos, por lo tanto, pueden administrarse en casos en los que sean apropiadas para
el tratamiento de trastornos de 16836 técnicas moduladoras negativas. Para una descripcion de anticuerpos, véase la
seccién de Anticuerpos anterior.

En circunstancias en las que la inyeccién en un animal o un ser humano de una proteina o epitopo de 16836 para
estimular la produccién de anticuerpos es perjudicial para el sujeto, es posible generar una respuesta inmune contra
16836 por medio del uso de anticuerpos anti-idiotipicos (véase, por ejemplo, Herlyn, D. (1999) Ann Med 31: 66-78;
y Bhattacharya-Chatterjee, M., y Foon, K.A. (1998) Cancer Treat Res. 94: 51-68). Si se introduce un anticuerpo anti-
idiotipico en un mamifero o en un ser humano, deberian estimular la produccién de anticuerpos anti-anti-idiotipicos,
que deberia ser especificos para la proteina 16836. También pueden generarse de esta manera vacunas dirigidas a una
enfermedad caracterizada por la expresion de 16836.

En casos en los que el antigeno diana es intracelular y se usan anticuerpos enteros, pueden preferirse anticuerpos
de internalizacién. Puede usarse lipofectina o liposomas para administrar el anticuerpo o un fragmento de la regién
Fab que se une al antigeno diana en las células. Cuando se usan fragmentos del anticuerpo, se prefiere el menor
fragmento inhibidor que se une al antigeno diana. Por ejemplo, pueden usarse péptidos que tienen una secuencia de
aminodcidos correspondiente a la region Fv del anticuerpo. Como alternativa, también pueden administrarse anticuer-
pos neutralizadores monocatenarios que se unen a antigenos diana intracelulares. Estos anticuerpos monocatenarios
pueden administrarse, por ejemplo, por expresion de secuencias de nucleétidos que codifican anticuerpos monocate-
narios dentro de la poblacién de células diana (véase, por ejemplo, Marasco et al. (1993) Proc. Natl. Acad Sci. USA
90: 7889-7893).

Los compuestos identificados que inhiben la expresion, sintesis y/o actividad del gen diana pueden administrarse
a un paciente a dosis terapéuticamente eficaces para prevenir, tratar o mejorar trastornos de 16836. Una dosis tera-
péuticamente eficaz se refiere a la cantidad del compuesto suficiente para producir una mejoria de los sintomas de
los trastornos. La toxicidad y la eficacia terapéutica de estos compuestos pueden determinarse por procedimientos
farmacéuticos convencionales como se ha descrito anteriormente.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivo de células y los estudios animales pueden utilizarse para
formular un intervalo de dosificacién para uso en seres humanos. La dosificacién de estos compuestos esta prefe-
riblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DEs, con toxicidad baja o nula.
La dosificacién puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y la via de
administracién utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invencidn, la dosis terapéuticamen-
te eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo de células. Una dosis puede formularse en
modelos animales para conseguir un intervalo de concentraciones en el pasma circulantes que incluye la Cls, (es
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decir, la concentracién del compuesto de ensayo que consigue una inhibicién semimaxima de los sintomas) como
se determina en cultivo de celular. Esta informacién puede usarse para determinar de forma mds precisa las do-
sis ttiles en seres humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, por cromatografia liquida de alta
resolucion.

Otro ejemplos de determinacién de dosis eficaz para un individuo es la capacidad de ensayar directamente ni-
veles de compuesto “libre” y “unido” en el suero del sujeto de ensayo. Estos ensayos pueden utilizar miméticos
de anticuerpo y/o “biosensores” que se han creado por medio de técnicas de moldeado molecular. El compuesto
que puede modular la actividad de 16836 se usa como plantilla o “molécula de moldeo”, para organizar espacial-
mente mondémeros polimerizables antes de su polimerizacién con reactivos cataliticos. La posterior eliminacién de
la molécula moldeada deja una matriz de polimero que contiene una “imagen negativa” repetida del compuesto y
puede volverse a unir selectivamente a la molécula en condiciones de ensayo bioldgico. Puede verse una revisién
detallada de esta técnica en Ansell, R. J. et al (1996) Current Opinion in Biotechnology 7: 89-94 y en Shea, K.
J. (1994) Trends in Polymer Science 2: 166-173. Estas matrices de afinidad “moldeadas” son susceptibles de en-
sayos de unién a ligando, con lo que el componente de anticuerpo monoclonal inmovilizado se reemplaza por una
matriz moldeada de forma apropiada. Un ejemplo del uso de estas matrices de esta manera puede verse en Vla-
takis, G. et al (1993) Nature 361: 645-647. Por medio del uso del marcaje de is6topos, la concentracién “libre”
del compuesto que modula la expresion o actividad de 16836 puede controlarse facilmente y usarse en calculos de
CISO.

Estas matrices de afinidad “moldeadas” también pueden disefiarse para incluir grupos fluorescentes cuyas propie-
dades de emisién de fotones cambian de forma medible tras la unién local y selectiva del compuesto diana. Estos
cambios pueden ensayarse facilmente a tiempo real usando dispositivos de fibra dptica apropiados, permitiendo a su
vez que la dosis en un sujeto de ensayo se optimice rapidamente basandose en Cls, individual. En Kriz, D. et al (1995)
Analytical Chemistry 67: 2142-2144 se describe un ejemplo rudimentario de dicho “biosensor”.

Otro aspecto de la invencién se refiere a métodos para modular la expresion o actividad de 16836 con fines te-
rapéuticos. Por consiguiente, en una realizacion ilustrativa, el método modulador de la invencién implica poner en
contacto una célula con una proteina 16836 o un agente que modula una o méas de las actividades de la proteina 16836
asociada con la célula. Un agente que modula la actividad de la proteina 16836 puede ser un agente como se descri-
be en la presente memoria, tal como un dcido nucleico o una proteina, una molécula diana natural de una proteina
16836 (por ejemplo un sustrato o receptor de 16836), un anticuerpo de 16836, un agonista o antagonista de 16836, un
peptidomimético de un agonista o antagonista de 16836, u otra molécula pequeiia.

En una realizacion, el agente estimula una o mas de las actividades de 16836. Los ejemplos de estos agen-
tes estimuladores incluyen la proteina 16836 activa y una molécula de 4cido nucleico que codifica 16836. En otra
realizacién, el agente inhibe una o mds actividades de 16836. Los ejemplos de estos agentes inhibidores incluyen
moléculas de 4cido nucleico de 16836 antisentido, anticuerpos anti-16836 e inhibidores de 16836. Estos métodos
moduladores pueden realizarse in vitro (por ejemplo, por cultivo de la célula con el agente) o, como alternativa,
in vivo (por ejemplo, administrando el agente a un sujeto). Como tal, la presente invencién proporciona métodos
de tratamiento de un individuo que padece una enfermedad o trastorno caracterizado por una expresion o actividad
aberrante o indeseada de una molécula de proteina o 4cido nucleico de 16836. En una realizacion, el método impli-
ca administrar un agente (por ejemplo, un agente identificado por un ensayo de exploracién descrito en la presente
memoria) o una combinacién de agentes que modulan (por ejemplo, regulan positivamente o regula negativamen-
te) la expresion o actividad de 16836. En otra realizacion, el método implica administrar una molécula de proteina
o 4cido nucleico de 16836 como terapia para compensar la expresién o actividad de 16836 reducida, aberrante o
indeseada.

La estimulacién de la actividad de 16836 es deseable en situaciones en las que 16836 estd regulada negativamente
de forma andémala y/o en las que es probable que un aumento de la actividad de 16836 tenga un efecto beneficioso.
Por ejemplo, la estimulacion de la actividad de 16836 es deseable en situaciones en las que 16836 esta regulada
negativamente y/o en las que es probable que un aumento de la actividad de 16836 tenga un efecto beneficioso.
De forma similar, la inhibicién de la actividad de 16836 es deseable en situaciones en las que 16836 estd regulada
positivamente de forma andmala y/o en las que es probable que una reduccion de la actividad de 16836 tenga un
efecto beneficioso.

Farmacogenomica

Las moléculas de 16836 de la presente invencidn, asi como agentes o moduladores que tienen un efecto esti-
mulador o inhibidor sobre la actividad de 16836 (por ejemplo, la expresién del gen de 16836) identificada por un
ensayo de exploracion descrito en la presente memoria pueden administrarse a individuos para tratar (profildctica o
terapéuticamente) trastornos asociados con 16836 (por ejemplo, trastornos de la proliferacién y/o diferenciacién ce-
lular) asociados con una actividad aberrante o indeseada de 16836. Junto con dicho tratamiento, puede considerarse
la farmacogendmica (es decir, el estudio de la relacion entre el genotipo de un individuo y la respuesta del individuo
a un compuesto o farmaco extrafio). Las diferencias en el metabolismo de los agentes terapéuticos pueden conducir
a una toxicidad severa o fallo terapéutico por alteracién de la relacién entre la dosis y la concentracién sanguinea
del farmaco farmacolégicamente activo. De esta manera, un médico puede considerar la aplicacién del conocimiento
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obtenido en estudios farmacogendmicos relevantes para determinar si hay que administrar una molécula de 16836 o
un modulador de 16836 asi como para adaptar la dosis y/o régimen terapéutico de tratamiento con una molécula de
16836 0 modulador de 16836.

La farmacogendmica trata de variaciones hereditarias clinicamente significativas en la respuesta a firmacos debi-
das a una alteracion de la disposicion del farmaco y a una accién anémala en personas afectadas. Véase, por ejemplo,
Eichelbaum, M. et al. (1996) Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 23: 983-985 y Linder, M. W. et al. (1997) Clin. Chem.
43: 254-266. En general, pueden diferenciarse dos tipos de condiciones farmacogenéticas. Las condiciones genéticas
transmitidas como un solo factor que altera la forma en la que actian los farmacos en el cuerpo (accién del farmaco
alterada) o condiciones genéticas transmitidas como factores tinicos que alteran la forma en la que el cuerpo actia
sobre los farmacos (metabolismo del farmaco alterado). Estas condiciones farmacogenéticas pueden producirse como
defectos genéticos raros o como polimorfismos naturales. Por ejemplo, la deficiencia en glucosa-6-fosfato deshidro-
genasa (G6PD) es una enzimopatia hereditaria comun en la que la complicacién clinica principal es la hemolisis des-
pués de la ingestion de farmacos oxidantes (antimaldricos, sulfonamidas, analgésicos, nitrofuranos) y el consumo de
habas.

Una estrategia farmacogendmica para identificar genes que predicen la respuesta a un farmaco, conocida como
“asociacion a nivel del genoma” se basa principalmente en el mapa de alta resolucién del genoma humano consistente
en marcadores relacionados con genes ya conocidos (por ejemplo, un mapa de marcadores génicos “bialélicos” que
consiste en 60.000-100.000 sitios polimorficos o variables en el genoma humano, de los que cada uno tiene dos varian-
tes). Dicho mapa genético de alta resolucion puede compararse con un mapa del genoma de cada uno de un nimero
estadisticamente significativo de pacientes que participan en un ensayo de farmacos de fase II/III para identificar mar-
cadores relacionados con una respuesta al farmaco o efecto secundario observado particular. Como alternativa, este
mapa de alta resolucidon puede generarse a partir de una combinacion de unos diez millones de polimorfismos de un
solo mononucleétido (SNP) conocidos en el genoma humano. Como se usa en la presente memoria, un “SNP” es una
alteracién comin que se produce en una base en una sola base de nucledtido en un tramo de ADN. Por ejemplo, un
SNP puede aparecer una vez por cada 1000 bases de ADN. Un SNP puede implicarse en un proceso de enfermedad;
sin embargo, la inmensa mayoria puede no estar asociados con la enfermedad. Dado un mapa genético basado en la
aparicién de dicho SNP, los individuos pueden agruparse en categorias genéticas dependiendo de un patrén particular
de SNP en su genoma individual. De esta manera, pueden adaptarse regimenes de tratamiento a grupos de individuos
genéticamente similares, teniendo en cuenta rasgos que pueden ser comunes entre dichos individuos genéticamente
similares.

Como alternativa, puede utilizarse un método denominado “estrategia de gen candidato” para identificar genes que
predicen una respuesta a un farmaco. De acuerdo con este método, si se conoce un gen que codifica la diana de un
farmaco (por ejemplo, una proteina 16836 de la presente invencién), se pueden identificar bastante facilmente todas
las variantes comunes de ese gen en la poblacion y puede determinarse si la posesion de una version del gen frente a
otra esta asociada con una respuesta particular al farmaco.

Como alternativa, puede utilizarse un método denominado “perfilado de expresion génica” para identificar genes
que predicen la respuesta al farmaco. Por ejemplo, la expresion génica de un animal al que se le ha dosificado un
farmaco (por ejemplo, una molécula de 16836 o un modulador de 16836 de la presente invencién) puede dar una
indicacidn de si se han activado rutas génicas relacionadas con la toxicidad.

La informacién generada a partir de mds de una de las estrategias farmacogendmicas anteriores puede utilizarse
para determinar los regimenes de dosificacién y tratamiento apropiados para el tratamiento profilactico o terapéutico
de un individuo. Este conocimiento, cuando se aplica a la dosificacién o seleccion de farmacos, puede evitar reacciones
adversas o el fallo terapéutico y por lo tanto mejorar la eficacia terapéutica o profildctica cuando se trata un sujeto con
una molécula de 16836 o un modulador de 16836, tal como un modulador identificado por uno de los ensayos de
exploracidn ilustrativos descritos en la presente memoria.

La presente invencidon también proporciona métodos para identificar nuevos agentes, o combinaciones, que se
basan en la identificacion de agentes que modulan la actividad de uno o mds de los productos génicos codificados por
uno o mds de los genes de 16836 de la presente invencién, donde estos productos pueden asociarse con resistencia
de las células a un agente terapéutico. Especificamente, la actividad de las proteinas codificadas por los genes de
16836 de la presente invencién puede usarse como base para identificar agentes para solucionar la resistencia al
agente. Por medio del bloqueo de la actividad de una o mas de las proteinas de resistencia, las células diana, por
ejemplo, células humanas, se volverdn sensibles al tratamiento con un agente al que eran resistentes las células diana no
modificadas.

La monitorizacién de la influencia de agentes (por ejemplo, farmacos) sobre la expresién o actividad de una pro-
tefna 16836 puede aplicarse en ensayos clinicos. Por ejemplo, la eficacia de un agente determinado por un ensayo
de exploracién como se describe en la presente memoria para aumentar la expresion del gen de 16836, los niveles
de proteina 16836 o regular positivamente la actividad de 16836 pueden monitorizarse en ensayos clinicos de sujetos
que presenta un aumento de la expresion génica de 16836, niveles de proteina o una actividad de 16836 regulada
negativamente. Como alternativa, la eficacia de un agente determinada por un ensayo de exploracion para reducir la
expresion del gen de 16836, niveles de proteina o la actividad de 16836 regulada negativamente puede monitorizarse
en ensayos clinicos de sujetos que presentan un aumento de la expresion del gen de 16836, niveles de proteina o una
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actividad de 16836 regulada positivamente. En estos ensayos clinicos, la expresion o actividad de un gen de 16836
y, preferiblemente, otros genes que se han implicado en, por ejemplo, un trastorno asociado con 16836, puede usarse
como “indicadores” o marcadores del fenotipo de una célula particular.

Ejemplos
Ejemplo 1
Identificacion y Caracterizacion de ADNc de 16836 Humano

La secuencia de 16836 humana (Figs. 1A-1J; SEC ID N°: 1), que tiene una longitud de aproximadamente 10.172
nucledtidos incluyendo regiones no traducidas, contiene una secuencia codificante iniciada por metionina prevista de
aproximadamente 5.430 nucleétidos, incluyendo el codon de terminacién (nucleétidos indicados como “codificantes”
de la SEC ID N°: 1 en las Figs. 1; SEC ID N°: 3). La secuencia codificante codifica una proteina de 1809 aminodcidos
(SECID N°: 2).

Ejemplo 2
Distribucion Tisular de ARNm de 16836 por Andlisis TagMan

Se determind la expresion endégena del gen de 16836 humano usando el Perkin-Elmer/ABI 7700 Sequence De-
tection System que emplea la tecnologia TagMan. En resumen, la tecnologia TagMan se basa en una RT-PCR conven-
cional con la adicién de un tercer oligonucledtido con especificidad de gen (denominado sonda) que tiene un colorante
fluorescente acoplado a su extremo 5’ (tipicamente 6-FAM) y un colorante de inactivacién en el extremo 3’ (tipicamen-
te TAMRA). Cuando el oligonucleétido marcado con fluorescencia estd intacto, se inactiva la sefial fluorescente del
colorante 5°. Segtn avanza la PCR, la actividad nucleolitica de 5’ a 3* de la taq polimerasa digiere el cebador marcado,
produciendo un nucleétido libre marcado con 6-FAM, que ahora se detecta como sefial fluorescente. El ciclo de PCR
donde primero se libera y se detecta la fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de partida del gen de
interés en la muestra de ensayo, proporcionando de esta manera una forma de cuantificar la concentracién de plantilla
inicial. Las muestras pueden controlarse internamente por la adicion de una segunda serie de cebadores/sondas especi-
ficas para un gen de mantenimiento (housekeeping) tal como GAPDH que se ha marcado con un fluoréforo diferente
en el extremo 5’ (tipicamente VIC).

Para determinar el nivel de 16836 en diversos tejidos humanos se disefié un conjunto de cebador/sonda usando el
software Primer Express (Perkin-Elmer) y la informacién de la secuencia de ADNc primaria. Se preparé ARN total a
partir de una serie de tejidos humanos usando el kit RNeasy de Qiagen. Se preparé ADNc de primera cadena a partir
de un pug de ARN total usando un cebador de oligo dT y la transcriptasa inversa Superscript II (Gibco/BRL). E1 ADNc
obtenido a partir de aproximadamente 50 ng de ARN total se usé para la reaccién TagMan.

Los tejidos normales ensayados inclufan los tejidos humanos proporcionados en la Figura 4, incluyendo células
dseas (por ejemplo osteoclastos y osteoblastos), higado, higado, fetal, cerebro, trdquea, misculo esquelético, cora-
z6n, tiroides, piel, testiculos, mama y placenta, entre otros. La expresion se encontré principalmente en osteoclastos,
testiculos, cerebro, miisculo esquelético, mama, corazén e higado fetal (Figura 4).

Se observé un aumento de expresién de 16836 en tumores de pulmén (“pulmén T”; carcinoma microcitico (SCC)
y adenocarcinoma (AC)) en comparacion con el tejido pulmonar normal (N) (Figura 5). Se encontrd una asociaciéon
de una expresion elevada de 16836 con mutaciones activadoras de kras tanto en muestras de tumor de pulmén (Figura
6A) como en lineas de células de tumor derivadas de mama, colon y pulmén (Figura 6B).

En un panel que comprende tejidos normales (N) y tumorales (T) de mama, pulmén, colon e higado, se observé
una mayor expresion de 16836 en los tejidos tumorales, especialmente en tumores de mama, pulmén y colon (Figura
7). En la Figura 8 se representa un andlisis de la expresion de 16836 en tumor en comparacion con tejidos normales de
mama. En la Figura 9 se representa un andlisis de la expresion de 16836 en varias lineas celulares transformadas. Estas
lineas celulares incluian las lineas de células cancerosas de mama humanas (MCF-7, ZR75, T47D y MDA), lineas de
células de cancer de colon humanas (DLD-1, SW480, SW620, HCT116, HT 29 y Colo205), y lineas de células de
céncer de pulmén humanas (NCI-H125 y A549).

La incidencia de la expresién asociada a tumores de 16836 en tumores del colon, mama y pulmén se evalué por
hibridacién in situ. Se detecté una expresion moderada de 16836 en células de tumor de colon (expresién en 0/2
muestras normales; expresion en 2/3 muestras de tumor; y expresion en 0/2 muestras de metdstasis). Se observé una
expresion ligeramente positiva focalmente en el epitelio normal en una muestra de tumor de mama (expresioén en 0/2
muestras normales; y expresion en epitelio normal en 1/4 muestras de tumor). Se observé una expresion moderada
en células inflamatorias de muestras de tumor de pulmén (expresion en 0/2 muestras normales; y expresion en 2/4
muestras de tumor).
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Ejemplo 3
Distribucion Tisular de ARNm de 16836 por Andlisis de Northern

Pueden realizarse hibridaciones de transferencia de Northern con las diversas muestras de ARN en condiciones
convencionales y lavarse en condiciones rigurosas, es decir, SSC 0,2x a 65°C. Puede usarse una sonda de ADN corres-
pondiente a todo o a parte del ADNc de 16836 (SEC ID N°: 1). El ADN se marcé radiactivamente con **P-dCTP
usando el kit Prime-It (Stratagene, La Jolla, CA) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Pueden soldarse fil-
tros que contienen ARNm de tejidos hematopoyéticos y endocrinos de ratén y lineas de células cancerosas (Clontech,
Palo Alto, CA) en solucién de hibridacién ExpressHyb (Clontech) y lavarse con alta rigurosidad de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

Se realizaron hibridaciones de transferencia de Northern usando la sonda de 16836 marcada y muestras de ARN
procedentes de diversos tumores de pulmén y lineas de células tumorales. Se detect6 un transcrito de 16836 con un
tamafio mayor de 7,5 kb en algunas de estas muestras. Los resultados fueron los siguientes: NHBE (negativo); A549
(positivo muy fuerte); NCI-H69 (negativo); NCI-H125 (positivo fuerte); NCI-H322 (positivo); y NCI-H460 (positivo).

Ejemplo 4
Expresion Recombinante de 16836 en Células Bacterianas

En este ejemplo, se expresa 16836 como un polipéptido de fusién de glutatién-S-transferasa (GST) recombinante
en E. coli y el polipéptido de fusidn se aisla y caracteriza. Especificamente, se fusiona 16836 a GST y se expresa este
polipéptido de fusién en E. coli, por ejemplo, la cepa PEB199. La expresion de la proteina de fusién GST-16836 en
PEB199 se induce con IPTG. El polipéptido de fusién recombinante se purifica a partir de lisados bacterianos brutos
de la cepa de PEB 199 inducida por cromatografia de afinidad en perlas de glutatién. Usando andlisis electroforético
en gel de poliacrilamida del polipéptido purificado a partir de los lisados bacterianos, se determina el peso molecular
del polipéptido de fusién resultante.

Ejemplo 5
Expresion de Proteina 16836 Recombinante en Células COS

Para expresar el gen de 16836 en células COS, se usa el vector pcDNA/Amp por Invitrogen Corporation (San
Diego, CA). Este vector contiene un origen de replicacion de SV40, un gen de resistencia a ampicilina, un origen de
replicacién de E. coli, un promotor de CMV seguido de una regién polienlazadora y un intrén y un sitio de poliadeni-
lacién de SV40. Un fragmento de ADN que codifica la proteina 16836 entera y un marcador HA (Wilson et al. (1984)
Cell 37: 767) o un marcador FLAG fusionado en fase a su extremo 3’ del fragmento, se clona en la regién polienla-
zadora del vector, poniendo de esta manera la expresion de la proteina recombinante bajo el control del promotor de
CMV.

Para construir el pldsmido, la secuencia de ADN de 16836 se amplifica por PCR usando dos cebadores. El cebador
5’ contiene el sitio de restriccién de interés seguido de aproximadamente 20 nucleétidos de la secuencia codificante
de 16836 que empieza desde el codon de iniciacidn; la secuencia del extremo 3’ contiene secuencias complementarias
al otro sitio de restriccidon de interés, un codon de terminacion de la traduccion, el marcador HA o el marcador FLAG
y los tltimos 20 nucledtidos de la secuencia codificante de 16836. El fragmento amplificado por PCR y el vector
pcDNA/Amp se digieren con las enzimas de restriccion apropiadas y el vector se desfosforila usando la enzima CIAP
(New England Biolabs, Beverly, MA). Preferiblemente, los dos sitios de restriccion elegidos son diferentes de forma
que el gen de 16836 se inserta en la orientacion correcta. La mezcla de ligamiento se utiliza para transformar células
E. coli (pueden usarse cepas HB101, DH5a y SURE, disponibles en Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA), el
cultivo transformado se pone en placas con medio de ampicilina y se seleccionan las colonias resistentes. E1 ADN
plasmidico se afsla a partir de los transformantes y se examina por andlisis de restriccién con respecto a la presencia
del fragmento correcto.

Posteriormente se transfectan células COS con el ADN del plasmido pcDNA/Amp-16836 usando métodos de
coprecipitacién con fosfato célcico o cloruro de célcico, transfeccién mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion, o
electroporacién. Pueden encontrarse otros métodos adecuados para transfectar células hospedadoras en Sambrook, J.,
Fritsh, E. F., y Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2* ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. La expresion del polipéptido 16836 se detecta por
radiomarcaje (puede usarse **S-metionina o *S-cisteina disponible en NEN, Boston, MA) e inmunoprecipitacién
(Harlow, E. y Lane, D. (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY) usando el anticuerpo monoclonal especifico de HA. En resumen, las células se marcan durante 8 horas
con ¥S-metionina (o ¥S-cistefna). Después se recogen los medios de cultivo y las células se lisan usando detergentes
(tampo6n RIPA, NaCl 150 mM, NP-40 al 1%, SDS al 0,1%, DOC al 0,5%, Tris 50 mM, pH 7,5). Tanto el lisado celular
como el medio de cultivo se precipitan con un anticuerpo monoclonal especifico de HA. Los polipéptidos precipitados
después se analizan por SDS-PAGE.
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Como alternativa, el ADN que contiene la secuencia codificante de 16836 se clona directamente en el polienla-
zador del vector pcDNA/Amp usando los sitios de restriccion apropiados. El pldsmido resultante se introduce por
transfeccion en células COS de la manera descrita anteriormente y la expresion del polipéptido 16836 se detecta por
radiomarcaje e inmunoprecipitacién usando un anticuerpo monoclonal especifico de 16836.

Equivalentes
Los especialistas en la técnica reconocerdn o podrdn averiguar sin usar nada mas que una experimentacion rutinaria,

muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencién descrita en la presente memoria. Estos equivalentes
pretenden incluirse en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de 4cido nucleico aislada seleccionada entre el grupo consistente en:

a) una molécula de 4cido nucleico que consiste en una secuencia de nucleétidos que tienen una identidad
de al menos 80% con la longitud entera de la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N°: 1 o la SEC ID
Ne°: 3;

b) una molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos

dela SECID N*: 2;y
c) una molécula de 4cido nucleico que codifica un fragmento de un polipéptido que comprende la secuen-
cia de aminoécidos de la SEC ID N°: 2, donde el fragmento comprende al menos 1200 aminoécidos
contiguos de la SEC ID N°: 2.
2. La molécula de 4cido nucleico aislada de la reivindicacién 1, que se selecciona entre el grupo consistente en:

a) un 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3;y

b) una molécula de dcido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos
de la SEC ID N°: 2.

3. La molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 1, que comprende ademds secuencias de 4cido nucleico de
vectores.

4. La molécula de 4cido nucleico de la reivindicacion 1 que comprende ademds secuencias de dcido nucleico que
codifican un polipéptido heterélogo.

5. Una célula hospedadora que contiene la molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 1.
6. La célula hospedadora de la reivindicacién 5 que es una célula hospedadora de mamifero.

7. Una célula hospedadora de mamifero no humano que contiene la molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién

8. Un polipéptido aislado seleccionado entre el grupo consistente en:
a) un polipéptido que se codifica por una molécula de dcido nucleico que consiste en una secuencia de nu-
cledtidos que tiene una identidad de al menos 80% con la longitud entera de la secuencia de nucledtidos
dela SECID N® 1 0la SECID N°: 3;y

b) un fragmento de un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N°: 2, donde
el fragmento comprende al menos 1200 aminodcidos contiguos de la SEC ID N°: 2.

9. El polipéptido aislado de la reivindicacién 8 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N°: 2.
10. El polipéptido de la reivindicacién 8 que comprende ademads secuencias de aminodcidos heterélogas.

11. Un anticuerpo o parte inmunoldgicamente activa del mismo, que se une selectivamente a un polipéptido selec-
cionado entre el grupo consistente en:

a) un polipéptido que se codifica por una molécula de dcido nucleico que consiste en una secuencia de nu-
cleétidos que tienen una identidad de al menos 80% con la longitud entera de la secuencia de nucleétidos
delaSECID N* 10laSECID N°: 3;y

b) un fragmento de un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N°: 2, donde
el fragmento comprende al menos 1200 aminodcidos contiguos de la SEC ID N°: 2.

12. El anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo de la reivindicacién 11, donde el anticuerpo estd
marcado de forma detectable.

13. El anticuerpo o parte inmunoldgicamente activa del mismo de la reivindicacién 12, donde el marcador detec-
table se selecciona entre el grupo consistente en:

a) enzimas;

b) grupos prostéticos;
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c) materiales fluorescentes;

d) materiales luminiscentes;

e) materiales bioluminiscentes; y
f) materiales radiactivos.

14. El anticuerpo o parte inmunolégicamente activa del mismo de la reivindicacién 11, donde el anticuerpo se
selecciona entre el grupo consistente en:

a) anticuerpo monoclonal;
b) anticuerpo policlonal;
c) fragmento Fab;

d) fragmento F(ab’),;

e) anticuerpo quimérico;
f) anticuerpo humanizado; y
2) anticuerpo humano

15. Un método para producir un polipéptido seleccionado entre el grupo consistente en:
a) un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N°: 2; y

b) un polipéptido que comprende un fragmento de la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N°: 2, donde
el fragmento comprende al menos 1200 aminodcidos contiguos de la SEC ID N°: 2;

comprendiendo el método cultivar la célula hospedadora de la reivindicacion 5 en condiciones en las
que se exprese la molécula de dcido nucleico.

16. Un método para detectar la presencia de un polipéptido de la reivindicacion 8 en una muestra, que comprende:

a) poner en contacto la muestra con una compuesto que se une selectivamente a un polipéptido de la
reivindicacion 8; y

b) determinar si el compuesto se une al polipéptido en la muestra.
17. El método de la reivindicacién 16, donde el compuesto que se une al polipéptido es un anticuerpo.

18. Un kit que comprende un anticuerpo que se une selectivamente a un polipéptido de la reivindicacién 8 e
instrucciones de uso.

19. Un método para detectar la presencia de una molécula de dcido nucleico de la reivindicacién 1 en una muestra,
que comprende las etapas de:

a) poner en contacto la muestra con una sonda de 4cido nucleico o cebador que hibrida selectivamente con
la molécula de 4cido nucleico; y

b) determinar si la sonda de 4cido nucleico o cebador se une a una molécula de acido nucleico en la
muestra.

20. El método de la reivindicacion 19, donde la muestra comprende moléculas de ARNm y se pone en contacto
con una sonda de dcido nucleico.

21. Un kit que comprende una sonda de acido nucleico o cebador que hibrida selectivamente con una molécula de
dcido nucleico de la reivindicacién 1 e instrucciones de uso.

22. Un método para identificar un compuesto que se une a un polipéptido de la reivindicacién 8, que comprende
las etapas de:

a) poner en contacto un polipéptido, o una célula que expresa un polipéptido de la reivindicacién con un
compuesto de ensayo; y

b) determinar si el polipéptido se une al compuesto de ensayo.
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23. El método de la reivindicacién 22, donde la unién del compuesto de ensayo del polipéptido se detecta por un
método seleccionado entre el grupo consistente en:

a) deteccién de la unién por deteccion directa de la unién del compuesto de ensayo/polipéptido; y
b) deteccién de unidn usando un ensayo de unién competitiva.

24. Un método para modular la actividad de un polipéptido de la reivindicacion 8, que comprende poner en con-
tacto un polipéptido o una célula que expresa un polipéptido de la reivindicaciéon 8 con un anticuerpo que se une al
polipéptido en una concentracién suficiente para modular la actividad del polipéptido.

25. Un método para identificar un agente que modula la actividad de un polipéptido de la reivindicacién 8 que
comprende:

a) poner en contacto un polipéptido de la reivindicacién 8 con un agente de ensayo; y

b) determinar el efecto del compuesto de ensayo sobre la actividad del polipéptido para identificar de esta
manera un agente que modula la actividad del polipéptido.

26. Uso de un agente que modula la actividad o expresién de un 4cido nucleico de la reivindicacién 1 o un poli-
péptido de la reivindicacién 8 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencién de un trastorno
de la proliferacién o diferenciacién celular caracterizado por una actividad o expresion aberrante de un dcido nu-
cleico de la reivindicacién 1 o un polipéptido de la reivindicacién 8 en un sujeto, comprendiendo el tratamiento la
administracién al sujeto de una cantidad eficaz del agente que modula la actividad o expresién de un dcido nucleico
de la reivindicacion 1 o un polipéptido de la reivindicacion 8 de tal forma que se mejore o prevenga el trastorno de
proliferacién o diferenciacién celular, donde el agente se selecciona entre el grupo consistente en un polipéptido de la
reivindicacion 8, una molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, un anticuerpo, una ribozima y una molécula
antisentido.

27. El uso de la reivindicacién 26, donde el trastorno de la proliferacion o diferenciacion celular es cancer de
pulmén, cancer de colén o cancer de mama.

28. Un método in vitro para identificar un agente que modula la actividad o expresién de un polipéptido de la
reivindicacion 8 o una molécula de dcido nucleico de la reivindicacion 1, comprendiendo el método:

a) poner en contacto el polipéptido o 4cido nucleico con un agente; y

b) determinar el efecto del agente sobre la actividad o expresion del polipéptido o 4cido nucleico; donde el
agente se selecciona entre el grupo consistente en un polipéptido de la reivindicacién 8, una molécula
de 4cido nucleico de la reivindicacién 1, un anticuerpo, una ribozima y una molécula antisentido.

29. El método de la reivindicacién 28, que comprende poner en contacto un polipéptido de la reivindicacién
8 con el agente y determinar el efecto del agente sobre la capacidad del polipéptido de catalizar la hidrolisis de
fosfatidilinositol, o que comprende poner en contacto un polipéptido de la reivindicacién 8 con el agente y determinar
el efecto del agente sobre la capacidad del polipéptido de asociarse con una proteina Ras, o que comprende poner en
contacto un polipéptido de la reivindicacién 8 con el agente y determinar el efecto del agente sobre la capacidad del
polipéptido de mediar la actividad de intercambio de nucledtidos de guanina.

30. Un método in vitro para modular la actividad de una célula que expresa un polipéptido de la reivindicacion 8
o una molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 1, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad
de un agente que modula la actividad o expresién de un dcido nucleico de la reivindicacién 1 o un polipéptido de
la reivindicacién 8, de tal forma que se modula la actividad de la célula; donde el agente se selecciona entre el
grupo consistente en un polipéptido de la reivindicacién 8, una molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 1, un
anticuerpo, una ribozima y una molécula antisentido.
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/ inicio de la SEC ID N°:1
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gat gag gag gac
Asp Glu Glu Asp

1050

Fig. 1F

53

cta
Leu

aag
Lys

aag
Lys

cat
His

gct
Ala

cag
Gln
1068

aac ccc
Asn Pro
1080

gcc
Rla

gaa tat gat
Glu Tyr Asp
1095

6353

6401

6449

6497

6345

6553

6641

€689

6737

6785

6833

6881

6929

6977



tat
Tyr

gaa
Glu

atc
Ile
1130

aag
Lys

azaa
Lys

tat
Tyr

ggc
Gly

aac

Asn Asn

1210
aca

Thr

tect
Ser

act
Thr

cgt
Arg

cag
Gln
1290

ccg

gac tat gaa tcec ctt tet gat gac

Asp Tyr Glu
1100

aat aaa tea
Asn Lys Ser
1115

cca daqg agg
Proc Lys Arg

gtt
Val

tat
Tyr

aag
Lys

gaa,
Glu

Ser

tgt
Cys

ata
Ile

gat atg gaa ctg
Asp Met Glu

ES 2 328 448 T3

Leu Ser Asp
1105

aat gac zag
Asn Asp Lys
1120

2ag aaa
Lys Lys
1135

gca
Ala

gga

Lev Gly

1150

agc aga cag
Ser Arg Gln

1165

att
Ile

gca
Ala

2ac

Asp Asn

ctt
Leu

cag
Gln

gat
Asp

aac
Asn

gaa
Glu

gaa
Glu

att ctg gaa
Ile Leu Glu
1110

ttt gaa tat
Phe Glu Tyr
1125

tge
Cys

tct get
Ser Ala
1140

ttt
Phe

ctt
Leu

tat
Tyr

1155

cca
Pro
1170

gag
Glu

ctt
Len

tct
Ser

gac
Asp

act

cet
Pro

gac
Asp

aga
Arg

aat
Asn

gaa
Glu

gaa
Glu

aac
Asn

aza
Lys

gga
Gly
1145

gat
Asp

cag aat
Gln Asn
1160

ate
Ile

ctt gta
Lev Val
1175

tot

gt
Cys

caga
Gln
1180

tct
Ser
11958

agc
Ser

aat ccg

ro

tct
Ser

gga
Gly

tct
Ser

tec
Ser

ccc aaa

Pro Lys Cys Tyr

1250

ctg tgt

gea
Ala

aga
Arg

qgec
Gly

aaa
Lys

cect
Pro

1245

tgt

cge

Leu Cys Arxg
1275

ctg ctg aga
Leu Leu Arg

aac ¢cege cte

aaa
Lys

gta
Val

aaa
Lys

gga
Gly

atg
Met

aga
Arg

1215

agt tecc
Ser Ser
1230

ctc aac

Lzu Asn

cat
His

tat

tat
Tyr

agg
Arg

act tac

ttt
FPhe

cca
Pro
1185

gaa
Glu
1200

agg
Arg

cca
Pro

agce
Ser

tgt
Cys

gaa
Glu

cca
Pro

ace
Thx

atc
Ile

teg
Ser
1265

tet cag

gga ctg tea
Gly Leu Ser

aaa
Lys

agg
Arg

age
Ser

999 aca

Gly

gag
Glu
1220

att cga
Ile Arg
1235

ggc
Gly

cte
Leu

acg tce
Thr Ser
12350

aat
Asn

teg ctg
Sex Leu

aga ctg acc

Thr

aag
Lys
1205

geca

Thr Ala Ser

cag
Gln

agt
Ser

gaa
Glu

cag

cta zat gea
Leu Asn Ala
1190

tec att frt
Ser Ile Phe

ttt aac
Phe Asn

tea

ace
Thr

tgg gag
Trp Glu
1240

atc att
Ile Ile
1253

gct
Ala

aat gec
Asn Ala
1270

gec
Ala

cac acc gec

Ser

-

ggc
Gly

aaa
Lys
1225

gaa
Glu

aga
Arg

aaa
Lys

tgt

Ser Gln Lys
1280

cct get gec

Leu

ace

Thr

cgc

Gln His Thr

1285

atc gac tct

Ala Cys

tcec aac

Asn

Thr

atg ttc tgg ctc cat

Tyr Pro Ala
1235

Ala Thr

999

Azxg Ile Asp
1300

ata cag ctt

Ser Ser

1305

ctc

gtg gca

Pro Asn Pro Leu

Met Phe Trp Leu His

13190

131%

Fig. 1G
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Gly Ile Gln Léu

Ala
1320

Vval

Leun

7025

7073

7121

7162

7217

7265

7313

7361

7408

7457

7505

7553

7601

7649



tac cag act
Tyr Gln Thr

aac
Asn
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gat
Asp

gat ctc
Asp Leu

1325

gca aat ggt
Ala Asn Gly
1340

gayg
Glu

aag aac tge
Lys Asn Cys
1355

gac
asp

aty
Mat

cty gac
Leu Asp
1370

age
Ser

tge
Cys

cag aat
Gln Asn

gtg
val

ctg
Leuw

gge
Gly

gac
Rsp

gte
val

tgt ggt
Cys Gly

ggt
Gly

cce
Bro

atg tat
Met Tyzxr
1360

gat
Asp

cet gea
Bro Ala
1378

aat
Asn

cce agt
Pro Ser
1390

ctg
Leu

atg cct
Met Pro

1403

cat
His

atc
Ile

cga aac
Arg Asn
1420

cac
His

gtt cac ttc
Val His Phe
2435

teca
Ser

aac aat
Asn Asn
1450

agt
Sar

tta aaa

Leu

gte
Val

aat
Asn

gaa
Glu

gg¢g
Gly

ega
Arg

gga

Lys Gly

att
Ile

ttg
Leu

gag
Glu’

aae
Asn

ace
Thr

ctg
Leu

crt
Leu
1440

gat
Asp

gaa
Giun

gta act
Val

1455

gcg
Alz

tat oga cat
Tyr Arg His
1270

tta
Len

tct
Ser

agt
Sexr

1485

tece
Ser

teot
Ser
1500

gge
Gly

aza tgt
Lys Cys

aga
Arg
1515

cca gag ccc
Pro Glu Pro

1530

aat
Asn

acc
Thr

atg
Met

act
Thr
1520

ttg
Leu

cag
Gln

ttet
Phe

acc
Thr
1535

gtt
Val

F

cct
Pro

tat
Ty
1345

cag

Gln

gte
val

age
Ser

gae
Asp

cce
Pro
1425

gta
val

get

Thr Ala

ctt

tia
Leu

tta cat
Leau His
1330

gta ttg
Val Leu

aaa
Lys

aag ttt
Lys Pha

tet
Sar

tat tect
Tyr Ser

tta
Leu
1380

atg gga
Met Gly
1385

age
Ser

agec tge cat
Ser Lys His
1410

zag
Asn

atg tgg
Met Trp

ettt
Ph=

ctt
Leu

cgt
Arg

ate
Ile
1460

cag
Gln

aga
Arg

cag ctg cga

aat gect gea atyg
Asn Ala Ala Met
1335

cet cca gt
Pro Pro Val
1350

cty
Leu

cea cta
Pro Leu
1365

gaa
Glu

aga
Axg

tet
Ser

act att
Thr Ile

qte
val

att
ile

tgc
Cys

gaa
Glu

ceg
Bro

ttt
Phe

tgg
Trp

gat
Asp

ggt
Gly
1385

gtc
val

1400

tte
Phe

cge
Axg

aca aag
Thr Lys

cce
Pro

1415

cag ttt
Gln Phe
1430

ctg
Leu

gag
Glu

ttt
Phe
1445

gtt
val

gty
Val

gca
Ala

att
Ile

3ag
Lys

cea
Pro

ety
Lew

aac ctt cac aat

tte
Phe

gaa
Glua

get
Ala
1465

gaa

Gln Len
1475

Leu

tte
Phe

att aac
Ile Asn
1490

tea gee teot
Ser Ala Ser
1505

cas aga gte

His Arg Val

tte act att
Phe Thr Ile

ig- 1H

55

Arg Asn Leu

age
Ser

aga
Arg

agg
Arg

£ttt
Phe

teg
Ser

atg
Met

Asn Glu
1480

Bis

atg gaa gaa
Met Gluv Glu
1495

aat
Asn

aca
Thr

gaa
Glu

1510

cat
His

gtg
val
1525

acg
Thr

aat gga ggc

Asn Gly Gly Thr

1540

cca
Pro

gag gre
Gly Val

acc gca
Ala

1545

aag
Lys

7637

7145

7783

- 7841

7889

75837

7985

8033

8081

8129

8177

8225

8273

8321



- Elu

ctt
Leu

aag
Lys

cag
Gln

gtt
val

aca
Thr

acc
Thr

aat
Asn

gaa
Glu

aag
LYS

ES 2 328 448 T3

att
Ile

¢tg cag caa
Len &ln Gln
1550

gac tat ttt
Asp Tyr Phe
1565

ttyg
Leu

tgt
Cys

aaa
Lys

gaa
Glu

agqg
Arg

1580

gaa
Glu

gag
Glu

gag
Glu
1585

tac atg ggc
Tyr Mst Gly
1610

att
Ile

aac
Asn

daa
Lys

tte
Phe

agt
Ser

gag

atc
1le
1660

gtc
Val

aca
Thr

ace tta
Thr Leun
1675

cag
Gln

aat cca
Asn Pro
1630

age
Ser

agc aeg
Asn Lys

aag
Lys

tgt
Cys

cag
Gln

gag
Glu

ctt
Leau
1740

cte
Phe

atc
Ile

aag
Lys

aaa ggc
Lys Gly
1755

caa att

Gln

gte
Ile

atg
Met

cty
Leu

atg
Met

caa
Gln

1585

tta

Ile Len Ser

1600

att
Ile

gtc tta
val Leu
1615

agyg
Arg

gtt
Val

caa gat
Gln Asp
1630

gac
Asp

ttt gtc caa
Phe Val Gln
1645

gtg
Val

aaa gca ccc
Lys Ala Pro

cgc
Rrg

aza
Lys

tge
Cys

aaa gee
Lys Ala

1630

ctt
Leu

tat gtqg
Tys Val
1695

gac
Asp

cca
Bre

act
Thx

ace aca
Thx Thr
1710

tet
Phe

caa
Gln

gce
Rla

gtg
val
1725
aag cta aag gag

Lys Leu Lys Glu

tte
Phe

att tet
Ile Ser

gea
Ala

1760

aaa
Lys

aaa
Lys

cat
His

gte
Val
1685

tat
Tyr

ttg
Leu

aag
Lys

caz
Gln

cag
Gln
1745

agt
Ser

aca aat gaa
Thr Asn Glu
1555

aaa
Lys

gaa gaa
Glu Glu
1570

cea tic
Pro Phe

cag
Gln

agec agce

Ser

tgg
Trp

ace
Thr

cag
Gin

~ag
Gin
1620

ate
Ile

gtg
Val
1635

gag
Glu

gat gtt tect
Asp Val Ser
1650

act gca.
Thr Ala

agc
Ser

tec
Ser

tac age
Tyr Ser

gaa
Glu

gag gtg
Glu val
170C

tce
Ser

tct cag
Ser Gln
1718

aag tgg
Lys Trp

agc
Ser
1730

gtg cag gca
Val Gin Alaz

gaa ctc aag
Glu Leu Lys

Fig. 11

56

cza
Gln

tat
Tyr

aga
Arg

ttt
Phe
1608

gaa
Glu

ttg
Leu

cca
Pro

cag
Gin

atc

Ile Leu’

1685

gtg
Val

cgg
axg

aaa
Lys.

tet
Ser

aag

gac
Asp

ttt
Phe

gce
Rla
1590

cca
Pro

aac
Asn

agc
Ser

gag
Gly

gat
Asp

atec aaa cct
Ile Lys Pro
1560

ata tot aaza
Ile Ser Lys
1575

att ggt
Ile Gly

cca
Pro

gaa
Glu

gag
Glu

gga
Gly

cta
Leu

gaa
Glu

gag
Glu

1825

tea
Ser

gag gag
Glu<Glu
1640

caa cct
Gln Pro
1855

cga
Arg

gtc att
Val Ile

cag
Gln

1670

ctg

aaa
Lys

gte
Val

ggt
Gly

cga
Arg

cce
Pro

agc aac
Ser Asn

gac act
Asp Thr

acc
Thr
1703

ctt ctg gat
Leu Leu Asp
1720

gca gga aaa
Ala Gly Lys
1735

gaa gat aaz
Glu Asp Lys

1750

cte

acc aag tea

Lys Leu Thr Lys Ser

1765

8369

8417

8465

83513

8561

8609

B637

B705

8753

8801

88453

8897

§945

8953



act aaa
Thr Lys
1770

gaa agt
Glu Ser

agt gac

zagatcttita
cagacttaaa
gctgaggaga
agcccagagy
tagagcaagyg
gggccatasa
acaacacata
azaasaaaas
coceyccacgw
tcettgayce
gcatcgttet
ccgggtaceg
tcggtegtte
cacagaatca
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
caggegtete
ggatacctg

cag
Gln

ate
Ile

aca
Ser Asp Thr

cecc cga gga ctt aca tca cct tect cag cte ttg
Ser Pro Ser Gln Leu Len
1780

Pro Arg Gly Leu Thx
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17375

caa acc aag gag gag

17%¢

atg gat tac cga cag
Met Asp Tyr Arg Gln

1805

agcaagaagt
ctggaaatty
agcaaaatgg
actgeccattt
gtcageaage
atatgttgea
catgaacgaa
asaaagggcyg
gcygcamtwea
tgrmaartga
rgtttgrgta
agctegaatt
ggetgeggeg
ggggartaac
aaaggcegcg
tcgacgeteca
cccctggaad

taazgagtga
atgattterg
cacagggcta
tataaatgtce
ttgtctgtaa
accacccaat
cotggetgta
gecegetegag
wadaatgcag
agcactecca
ggtchcawty
aattectett
ageggtatea
gcaggaaaga
ttoctggegt
agtcagaggt
cteoecectegty

K final de la SEC ID N°: 1

aaa cct gtg ggt gge ttg
Gln Thr Lys Glu Glu Lys Pro Val Gly Giy Leu

1785

zec tca
Thr Ser
1783

tee tece
Ser Ser
1800

tgactaagqgg cagcatgtit aacccaggtg
final de la SEC ID N°: 3

final de la SEC ID N°; 2

acatggtgga
aactgaagcec
gttgccacca
agcagttgga
agggeoeasac
tetgeecattyg

tccaatzaa
tctagagggac
ccatytgttg
cwgwaattte
tattetrgkg
ccgcttecte
geteactcaa
acatgtgage
ttttecatag
ggegaaacee
cgctotectg

Fig. 1J
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aaaaatzataa
ttcacacatyg
accaatttac
aaaatcgtca

agtaaatatt

tagtgcaaaa
actttattts

meriwwaaac

tttkeeeoyte
acwaataaza
kecttatcatyg
ygctcactga
aggcggtaat
aaaaggcrag
gcteegeceen
gacaggacta
ttccgaceet

ttatttteat
tgagatccat
tgatgaatga
cgaattgact
ttagggetag
gcageeatag
tggacactga
cegetsathe
yyccgtgeet
tgwkkaawty
tctggartde
ctegetgege
acggttawte
caaaaggcca
cctgacgage
taaagatace
gccgettace

9041

9089

5143

8203
92e3
9323
9383

. 9443

2503
9563
§823
9683
5743
9803
2863
9923
§983
10043
10103
10163
10172
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RasGEF_3:dominio 1 de 1, de 35 a 338: puntuacion 17,0, E = 1,7e-07
SEC ID N° 4 *->1111dpeelAeQLTl1dfel FrkIepsEllgsvwgkrskkspsplap
1443 peetA L+ + 4+ ++ p 441 ++ + 44+ 4 p
16836 35 LIQF-PEEVASILMEQEQTTYLRVLPVDYLCFLTRDLGTPECQSSLP 80

.................. qnleafierfNevsnwVateIlkgttlkpkkR
+ 4+ + +  ++ii+d+r letd+ riNevs+wV+  Ild+ 4+ +4
16836 8l clkasisasilttgngehNALEDLVMRENEVSSWVTWLILTAGS--MEEK 128

aevlskTIxVAkhcrelnNFnSlmAIvsalssspIsRLkkTWeklsskyvk
ev+s+ ++VAK Cc++++N+n +m+ +++L s 4 + +4 +
16836 129 REVFSYLVHVAKCCWNMGNYNAVMEFLAGLRSRKVLKMWQFMDQSD---I 175

klfeelLeelldpserNfknYReaLkscnksp. .nvgppevPE1GvyLkDL
++ +Ld+ + 44 ++YR+++ + + p+ +v ++c Gv+Lk L
ip836 176 ETMRSLKDAMAQH-ESSCEYRKVVTRALBIPgcKVVQGC---~GVFLKEL 220

tfidegnpdflengt...ciiveinrieiinniineaninns kglvNFakK
+ +q + + Fbddtidd + + b+ 4+ gl N eK

16836 221 CEVLDGASGLMKLCPrsnsgeetlefvadysggqdnflgrvggNGLKNSEK 270

-—
rrkiakilreirglgsacgpynlkpAr....vcoevienon ndigellra
+ i+ ir+ F o+t et mhbdbibitebt At ++

16836 271 ESTVNSIFQVIRSCNR--SLETDEEDSpsegnssrkssl1kdKSRWQETIG 318

srplevipeeedelyelSlriEPrv<~*
+ 1444+ +++e+S + +
16836 318 --——-DLLDSDN-~DIFEQSKEYDSHG 338

Fig. 3a

PI-PLC-X: dominio 1 de 1, de 900 a 1048 puntuacion 243,2, E = 3,5e-69
SEC ID N°: 5 *=>dmsiPLsHY fisSshntYLtgkQlwGkssvesYrgqldaGeRevELD
++ PLs+Y+i SshntYLtg+Ql+G+ssve Y g+L++GeR vELD
16836 900 ELQLPLSYYYIESSHNTYLTGHQLKGESSVELYSQVLLQGCRSVELD 246

cwdGkpddepiIyHGhtltleikikdvleaTlkdfafkPtSpyPvIlSlen
ewdG d++pilyHGhtlt++it++k+V+eal af +8 P+I+S+en
16683¢ 947 CWDG-DDGMPITYHGHTLTTKIPFKEVVERIDRSAFI-NSDLPIIISIEN 8584

HensddgOrkmakyfkeiFgdmLltkPtldslttepolpLPslkdlrgKY
He+ + gQrkma++fk++Fg++L+tk  1+++ + LPs+++1r K
16836 385 HCSLP-QQRKMAEIFKTVEGEKLVTKF-LFETDFSDD2MLPSPDQLRKKYV 1042
LLknkk<-*
LLknkk
16836 1043 LLKNKK 1048

Fig. 3B

59



ES 2 328 448 T3

PI-PLC-Y:dominio 1 de 2, de 1171 a 1184: puntuacién 13,9, E = 0,012
SECIDN°6 *->ElsnLvnYigsikP<-*
Els+Lv+¥+g +kF
16838 1171 ELSDLVIYCQAVKF 11834

Fig. 3C

PI-PLC-Y: dominio 2 de 2, de 1261 a 1353: puntuacion 141,5, E = 1,4e-38
SECIDN®7 *~>syeisSFsErkvkakkllkespvefVkyNkrqLsRvYPKGtRvDSSN
+y+isS+4E+  +ak+l + + ++ qgL+R YP+ tR DSSN
16836 1261 CYRISSLNEN-~AARRLCRRYSQKLTQHTACQLLRTYPAATRIDSSN 1305

EmPgviRnaGCOmMVALNEQTSDlpmgiNdCmFeyNgggPdGs £ksGY1LK

+P +£§ G Q+VALN+QT Dlp+ +N +nFetNgg +GY+LK
16836 1306 PNPLMFWLHGIQLVALNYQOTDDLPLHLNARMEEANGG=~~=—=~w=~ CGYVLK 1348

PeflR<-*

P+ 1

16836 1349 PPVLW 1353

Fig. 3D

C2: dominio 1 de 1, de 1378 a 1460: puntuacién 39,8, E = 6,1e-08
SECIDN°8 *->LtVivieArnLpkmbkvngrlsDPYVkvsllgdkkdlkkfkTk.vvk
+ t+ +++n + +n+ P +ivitlgtt d E+Thk+44+

16836 1378 YSLTIVSGQNVCP=-—-SNS-MGSPCIEVOVLGMPLDSCHIRTKPpIHR 1420
ktNGLNPvWneEtFvFekvplpelasktLrfaVyDedrisrdDfiGqvt<
+t LNP Wn E+F F  v++d+l + LxfaV + ++ + +g++

16836 1421 NT--LNPMWN-EQrLFH-VHFEDLVF=~-LRFAVVENNSSA-—-VTAQRI 1460

-

16836 - -

Fig. 3E

RA: dominio 1 de 1, de 1460 a 1745: puntuacién 3,0, E= 0,085
SECIDN°§ *->dqgvlrvyfqdllsvtpgvayKtirvssedtapdVigeaLeKfr. ..
+++  ved did P 4+ i++ | *ta+dVig L XK + +

16836 1640 EEESFEFVQVHDVS ~--PEQPRTVIKAPRVSTAQDVIQQTLCKAKysy 1683
. .1ddRMedpeeYalvevlltr, ega. .1esggkerkLpddenPiqlrin
+ 1 + +4p +Y4L e+ + ERE 23 +r+L dtet++rqit

16836 1684 siLSN--PNPSDYVLLEEVVKDETNXxtTTPKSSQRVLLDQECVFQAQSK 1731

lprddrrsvrggqsslrFlLkrrdd<=-*

++ F+Lk t+++
16836 1732 WKGA-———==~---~GKFILKLKEQ 1745
Fig., 3F
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expresion de 16836 en tejidos humanos normales
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Asociacién de los niveles de expresidn de 16838
con mutaciones de kras en muestras de tumor
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Correlacion de expresién de 16836 y mutaciones de
krasen lineas de células tumorales
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Panel Tagman de Oncologia de 16836
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